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INTRODUZIONE 
Il sistema nocicettina/orfanina FQ (N/OFQ) – recettore NOP 
N/OFQ 
Nel 1994, nel tentativo di clonare un nuovo recettore oppioide, alcuni ricercatori 
isolarono un cDNA codificante per un recettore allora sconosciuto (Mollereau et al., 
1994). Tale recettore, che non mostrava affinità per i ligandi oppioidi endogeni noti, 
fu chiamato dapprima ORL1 (opioid receptor like 1), a causa dell’omologia nella 
sequenza primaria con i recettori oppioidi clonati precedentemente, e poi NOP 
(nociceptin/orphanin FQ peptide) (Cox et al., 2000). Il ligando endogeno per questo 
recettore fu identificato un anno più tardi, (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 
1995) nel 1995, quando due gruppi di ricercatori in maniera indipendente riuscirono 
ad isolare, nel cervello di ratto e nell’ipotalamo di maiale, un peptide di 17 
aminoacidi, considerato un nuovo membro della famiglia delle endorfine (Julius, 
1995). A questo nuovo peptide fu dato il nome di nocicettina/orfanina FQ: 
“nocicettina”, sulla base di un’azione nocicettiva a seguito di somministrazioni 
intracerebroventricolari nel topo, “orfanina” per il fatto di essere il ligando naturale 
del recettore NOP, considerato fino a quel momento “orfano” del proprio agonista 
endogeno, e FQ per la presenza di una fenilalanina (F) nella posizione N-terminale e 
di una glutamina (Q) nella posizione C-terminale. 
L’eptadecapeptide nocicettina/orfanina FQ (N/OFQ) ha un peso molecolare di 
circa 1810 (Meunier, 1997) e un’evidente omologia di struttura con i principali peptidi 
oppioidi endogeni dei mammiferi, in particolare con la dinorfina A, noto agonista dei 
recettori oppioidi di tipo kappa. Le sequenze aminoacidiche primarie di N/OFQ e dei 
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peptidi oppioidi endogeni [Figura 1] presentano una serie di sequenze comuni: a) il 
tetrapeptide N-terminale Phe-Gly-Gly-Phe di N/OFQ, simile alla sequenza Thr-Gly-
Gly-Phe presente in tutti i peptidi oppioidi; b) la porzione C-terminale di N/OFQ che 
presenta due coppie di aminoacidi basici analoghe ad alcune diverse combinazioni di 
aminoacidi carichi positivamente della dinorfina A e della β-endorfina; c) infine, la 
regione C-terminale di N/OFQ, la cui successione ripetuta (Ala-Arg-Lys-X / Ala-Arg-
Lys-X-Ala) ricorda una sequenza presente sempre nella porzione C-terminale della β-
endorfina di molti mammiferi (Lys-Asn-Ala-X-X-Lys-Asn-Ala) (Guerrini et al., 
2000).  
Un significativo numero di studi sul rapporto struttura-attività di N/OFQ 
(Reinscheid et al., 1996; Dooley & Houghten, 1996; Judd et al., 2004; Shimohigashi 
et al., 1996) ha messo in luce: 
1. la sequenza minima richiesta per una completa attività biologica in vitro e in 
vivo. Le proprietà di peptidi tronchi della porzione C-terminale e di peptidi 
Nocicettina/orfanina FQ
Dinorfina A
β-endorfina
Leu-encefalina
NH2-Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln-COOH
NH2-Thr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln-COOH
NH2-Thr-Gly-Gly-Phe-Leu-COOH 
NH2-Thr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-
Asn-Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Thr-Lys-Lys-Gly-Glu-COOH
 
Figura 1: Sequenza aminoacidica della nocicettina/orfanina FQ confrontata con 
quella di alcuni peptidi oppioidi. 
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mutati hanno permesso di stabilire che N/OFQ (1-13)-NH2 è il più piccolo 
frammento di N/OFQ che mantiene le stesse attività biologiche del peptide 
naturale, cioè la stessa affinità, potenza biologica e selettività verso il recettore 
NOP. Inaspettatamente, anche la N/OFQ (6-17) e (12-17) mostrano un’elevata 
affinità per il recettore NOP (Butour et al., 1997), mentre l’affinità cala 
drasticamente con i frammenti N/OFQ (1-11) e (1-7) (Dooley et al., 1996). 
2. L’importanza di alcuni aminoacidi per il legame con il recettore e la sua 
attivazione. Il tetrapeptide N-terminale di N/OFQ, (Phe-Gly-Gly-Phe), 
chiamato “message domain”, sembra essere necessario per l’attivazione del 
recettore (Calò et al., 1997), mentre il gruppo di aminoacidi carichi 
positivamente presenti nella porzione C-terminale, (Arg8-Lys-Ser-Ala-Arg-
Lys), denominati “address domain” sembra essere importante per 
l’occupazione del recettore (Guerrini et al., 1997). Analisi più dettagliate del 
tetrapeptide hanno inoltre rivelato che, mentre il primo aminoacido Phe1 può 
essere sostituito da gruppi chimici differenti senza causare una perdita di 
attività del peptide, il residuo Phe4 è assolutamente necessario affinché N/OFQ 
possa mantenere inalterata la sua attività biologica (Varani et al., 1999). È 
stato infine dimostrato che non si possono modificare i residui Gly2-Gly3, 
evidenziando, perciò, l’importanza della distanza tra il primo e il quarto 
residuo aminoacidico per il mantenimento di una piena attività biologica del 
peptide (Chen et al., 2004). 
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Sintesi, distribuzione e metabolismo di N/OFQ 
N/OFQ, come tutti i neuropeptidi, deriva da un più grande precursore peptidico 
chiamato prepro-orfanina FQ/nocicettina (ppOFQ/N) che è stato clonato nel topo, nel 
ratto e nell’uomo (Nothacker et al., 1996; Reinscheid et al., 2000), e la cui porzione C-
terminale, che include N/OFQ, ha una sequenza genica altamente conservata. 
Nell’uomo il precursore ppOFQ/N è costituito da ben 176 aminoacidi; il gene è stato 
localizzato nel cromosoma 8 (8p21) e mostra un’omologia di sequenza maggiore 
dell’80% con i geni di topo e di ratto (Mollereau et al., 1996). La struttura primaria del 
precursore contiene elementi strutturali caratteristici di un precursore neuropeptidico, 
in particolare un peptide segnale N-terminale necessario per la sua secrezione. Nella 
sequenza sono, inoltre, presenti coppie di residui di aminoacidi basici come Lys-Arg 
che funzionano da segnale per l’intervento di endopeptidasi specifiche capaci di 
idrolizzare il propeptide in tratti specifici della sua sequenza aminoacidica, portando 
alla formazione di numerosi neuropeptidi finali dotati di attività biologica [Figura 2]. 
Quando però è stata testata la loro capacità di legare il recettore NOP, non è stata 
osservata l’attivazione di alcun secondo messaggero intracellulare, e si è così 
compreso che tali peptidi, pur avendo un proprio ruolo fisiologico, attivano recettori 
diversi da quello di N/OFQ (Neal Jr et al., 2003). Il più studiato tra questi, è un 
peptide di 35 aminoacidi denominato nocistatina e generato dalla porzione N-
terminale del precursore proteico, il cui nome riflette un’attività anti-nocicettina in 
quanto capace di bloccare l’allodinia e l’iperalgesia indotte da N/OFQ (Okuda-
Ashitaka et al., 1998; Okuda-Ashitaka & Ito, 2000; Chen et al., 2008). La nocistatina 
riduce il rilascio di glicina e di acido gamma-aminobutirrico (GABA) dalle corna 
dorsali del midollo spinale, ma non ha nessun effetto sul rilascio di L-glutammato 
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(Ahmadi et al., 2001). Questa forma di inibizione rimane inalterata in topi knockout 
per il recettore NOP; allo stesso modo l’impiego di [NPhe1ψ(CH2-NH2)Gly2]N(1-
13)NH2, un antagonista specifico per il recettore NOP, non sopprime l’effetto 
inibitorio sulla trasmissione sinaptica indicando che, probabilmente, l’azione della 
nocistatina non richiede l’attivazione del recettore NOP. E’ interessante notare che la 
sequenza aminoacidica della nocistatina possiede la più alta variabilità inter-specie tra 
tutti i peptidi derivanti dalla ppOFQ/N.  
Sulla base della presenza nella sequenza della ppOFQ/N di coppie di aminoacidi 
basici è stato identificato un altro peptide, l’eptadecapeptide, chiamato orfanina FQ2 
(O/FQ2), che, come N/OFQ, è caratterizzato, dalla presenza di una fenilalanina (F) e 
da una glutamina (Q) rispettivamente in posizione N-terminale e C-terminale (Mogil 
& Pasternak, 2001; Amodeo et al., 2002; Neal Jr et al., 2003). La FQ2 manca di 
affinità per il recettore NOP e quando somministrata centralmente mostra un effetto 
analgesico dose-dipendente nei test dell’hot-plate e del tail-flick nel topo, che rende 
ipotizzabile la possibilità di un suo rilevante ruolo fisiologico nell’elaborazione degli 
stimoli dolorosi (Amodeo et al., 2000; Mathis et al., 2001). 
 
Studi effettuati su neuroni e in linee cellulari di neuroblastoma hanno permesso 
di approfondire la conoscenza sulla regolazione genica di N/OFQ. L’aumento dei 
livelli di mRNA di N/OFQ nelle cellule di neuroblastoma NS20Y, così come la sintesi 
Figura 2: Sequenza schematica del precursore della nocicettina prepro-orfanina 
FQ/nocicettina (ppN/OFQ). I colori evidenziano i diversi peptidi potenzialmente 
prodotti per splicing alternativo, durante il processo di maturazione del precursore. 
 
 
8 
del precursore, il suo processamento, e la secrezione stessa di N/OFQ sono eventi 
strettamente correlati ai livelli di cAMP (Sirianni et al., 1999). La clonazione della 
regione promoter, ossia la sequenza di DNA che segnala il punto di inizio della sintesi 
dell’mRNA, del gene di N/OFQ ha confermato la presenza di siti di legame per fattori 
di trascrizione regolati da cAMP e da meccanismi glucocorticoidi-mediati, ed ha 
anche messo in evidenza un possibile ruolo degli estrogeni nella stimolazione 
dell’espressione di N/OFQ e del suo recettore NOP (Flores et al., 2003).  
Studi di immunoreattività hanno permesso di conoscere la distribuzione tissutale 
di N/OFQ e la localizzazione del suo precursore proteico e del suo recettore, dando 
un’indicazione sulle possibili funzioni e ruoli del sistema N/OFQ-recettore NOP 
(Letchworth et al., 2000).  
Esiste una buona correlazione tra la distribuzione degli mRNA del precursore 
proteico ppN/OFQ e quella del peptide attivo, entrambi largamente espressi in aree del 
cervello coinvolte nella percezione sensoriale, nei processi di memoria e nel 
comportamento emotivo (Houtani et al., 2000), cosi come in diversi organi e tessuti 
periferici. 
Sebbene gli studi sulla localizzazione di N/OFQ e del suo mRNA, siano stati 
eseguiti soprattutto sul sistema nervoso di roditori, in particolare nel sistema nervoso 
centrale di ratto (Neal et al., 1999a), recentemente è stata studiata la localizzazione del 
peptide nel cervello umano (Witta et al., 2004) che ha messo in luce la considerevole 
somiglianza nella distribuzione di N/OFQ nel sistema nervoso umano e in quello di 
roditori. 
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Nel prosencefalo il peptide è espresso soprattutto nel nucleo endopiriforme della 
corteccia, nel setto laterale, nel proencefalo ventrale, nell’ipotalamo, nei corpi 
mammillari, nei nuclei centrali e mediali dell’amigdala, nelle formazioni 
dell’ippocampo, nei nuclei parateniali e reticolari del talamo, nell’abenula mediale e 
nella zona incerta; mentre non è stato localizzato nella ghiandola pineale né nella 
ghiandola pituitaria. 
Nel tronco encefalico N/OFQ è presente nell’area tegmentale ventrale, nella 
sostanza nera, nel nucleo della commissura posteriore, nella sostanza grigia centrale, 
nel nucleo di Darkschewitsch, nel nucleo peripeduncolare, nel nucleo 
interpeduncolare, nei nuclei tegmentali, nel locus coeruleus, nel rafe magno, nel 
nucleo parabranchiale laterale, nel complesso nucleare vestibolare, nel prepositus 
ipoglossale, nel nucleo solitario, nel nucleo ambiguo, nel nucleo spinale trigeminale 
caudale e nella formazione reticolare (Letchworth et al., 2000).  
Nel midollo spinale, mRNA per N/OFQ è espresso in neuroni delle lamine I, II e 
X, nei neuroni delle corna dorsali e ventrali (Pettersson et al., 2002).  
Una tale distribuzione dell’espressione del peptide a livello cellulare conferma il 
suo ruolo modulatorio in un gran numero di funzioni oltre la nocicezione, come per 
esempio, la regolazione del sistema nervoso autonomo in numerose attività 
fisiologiche e il controllo di funzioni motorie e dell’equilibrio. 
Studi sulla localizzazione periferica di N/OFQ hanno messo in luce che mRNA 
del precursore proteico, ppN/FQ, sono presenti nella milza e nel rene fetale umano 
(Nothacker et al., 1996) e, a livelli paragonabili a quelli riscontrati nel cervello, 
nell’ovaio e nell’aorta di ratto (Mollereau et al., 1996; Wei et al., 1999), mentre livelli 
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moderati sono stati riscontrati nei testicoli. Nel sistema cardiovascolare, N/OFQ è 
espressa nell’arteria polmonare, nell’arteria e vena renale (Wei et al., 1999) che 
suggeriscono un ruolo regolatorio nelle funzioni cardiovascolari. La possibile 
implicazione funzionale della presenza di N/OFQ nel rene è stata confermata dagli 
effetti diuretici e antinatriuretici, messi in evidenza in seguito a somministrazione del 
peptide (Kapusta et al., 1999). Per quanto riguarda l’espressione di N/OFQ e del suo 
precursore proteico nell’apparato gastrointestinale esistono risultati contrastanti. 
Nell’intestino tenue di uomo e di ratto, si è rilevata rispettivamente scarsa quantità o 
totale assenza di mRNA di N/OFQ e del ppN/OFQ (Nothacker et al., 1996). Al 
contrario, indagini immunoistochimiche hanno evidenziato la presenza del peptide 
nello stomaco, nell’intestino tenue e nel colon di ratto (Yazdani et al., 1999; Mitsuma 
et al., 1998). La discrepanza tra l’espressione del messaggero e del peptide 
nell’intestino, in realtà, è attribuibile alla diversa sensibilità delle tecniche usate o alla 
instabilità dei messaggeri o del precursore peptidico. E’ stata inoltre dimostrata la 
presenza del precursore proteico nell’intestino di maiale e di ratto (Reinscheid et al., 
1996; Osinski et al., 1999a). Non è stata ancora dimostrata la presenza del peptide a 
livello delle strutture cutanee (Pettersson et al., 2002). 
Per quanto riguarda il metabolismo della N/OFQ, sono state effettuate 
approfondite indagini in quanto la sua comprensione e conoscenza può avere interesse 
terapeutico (Roques et al., 1993).  
I risultati, ottenuti in tessuti differenti sono spesso discordanti, e dipendenti dalle 
differenti condizioni sperimentali: in vivo, in vitro su fettine di cervello, su tessuto 
cerebrale dissociato da neuroni o con frazioni subcellulari. Inoltre è stato altrettanto 
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importante considerare il metabolismo plasmatico, quando il peptide è somministrato 
per via sistemica [Tabella 1].  
Species Tissue Condition Main fragments 
Rat Brain Microinjection into hipocampus N1-13,N1-9 
Mouse Brain Incubation with cortical sices N1-7N1-11 
Rat Brain cells in culture Incubation with cell extract N1-13,N1-9 
Rat Spinal cord Incubation with spinal cord tissue N1-11,N1-6 
Human Tumor cells in culture Incubation with cell extract N1-13,N1-9 
Human Plasma Incubation with plasma N2-17,N3-17 
Tabella 1: Principali frammenti di nocicettina orfanina/FQ ottenui in seguito al 
metabolismo del peptide in diversi tessuti (da Terenius et al., Peptides 2000; 919-
922). 
i. Metabolismo del precursore di N/OFQ: Il precursore proteico ppN/OFQ viene 
metabolizzato nell’amigdala e nell’ipotalamo dall’enzima PC2, appartenente 
alla famiglia delle convertasi (Allen et al., 2001). In topi knockout per tale 
enzima, la sintesi di N/OFQ si riduce in maniera evidente (60-90%); 
ii. Metabolismo di N/OFQ in strutture cerebrali di ratto in vivo: Il metabolismo in 
vivo di N/OFQ è stato studiato nell’ippocampo di ratto (Sandin et al., 1999). I 
risultati mostrano che il peptide è diviso in due frammenti, N(1-13) e N(14-
17), dal taglio enzimatico effettuato in siti preceduti da una coppia di residui 
basici Arg12-Lys13. Il primo frammento è poi scisso ulteriormente in N(1-9) e 
N(10-13) da un enzima che taglia in un sito preceduto da una seconda coppia 
di residui basici, Arg8-Lys9. Dal momento che i frammenti N(1-13) e N(1-9) 
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presentano la stessa sequenza C-terminale, Ala-Arg-Lys, è probabile che lo 
stesso enzima operi il taglio in due momenti consecutivi; 
iii. Metabolismo di N/OFQ in strutture cerebrali di topo in vitro: gli studi di 
metabolismo compiuti su fettine corticali di cervello di topo incubate con 
N/OFQ hanno messo in luce la presenza di due enzimi attivi: aminopeptidasi N 
e endopeptidasi 24.15, che formano quattro principali metaboliti di N/OFQ: 
N(2-17), N(1-12), N(1-11), N(1-7) (Montiel et al., 1997). La somministrazione 
centrale di inibitori di questi enzimi potenzia gli effetti caratteristici dati dalla 
somministrazione di N/OFQ sull’apparato locomotorio (Noble & Roques, 
1997); 
iv. Metabolismo di N/OFQ nel midollo spinale di ratto: utilizzando la 
spettrometria di massa si è visto che nel midollo spinale di ratto la 
metabolizzazione di N/OFQ dà luogo ad un frammento N(1-11) 
successivamente ridotto a N(1-6) come prodotto finale. Il taglio è operato da 
una Ser-endopeptidasi dipendente da ioni metallici. Il frammento N(1-6) ha 
mostrato di possedere un effetto bifasico in diversi test di dolore: in seguito a 
somministrazione intracerebroventricolare (ICV) e intratecale (IT) provoca 
analgesia seguita poi da iperalgesia (Suder et al., 1999); 
v. Metabolismo di N/OFQ nelle colture cellulari: per cercare di ridurre la 
complessità del tessuto cerebrale e le numerose interazioni, studi di 
metabolismo sono stati condotti su colture di cellule corticali primarie di 
cervello di ratto, di neuroblastoma umano SH-SY5Y e di piccole cellule di 
carcinoma polmonare U1690. In tutti questi tipi cellulari è stata osservata la 
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formazione degli stessi frammenti: N(1-13) e N(1-9). Il taglio enzimatico è 
inibito da metalli e da sostanze reagenti con il gruppo –SH; ciò suggerisce che 
l’enzima sia una metallo-endopeptidasi. Trattando le cellule per cinque giorni 
con morfina si è notato un incremento dei livelli dei principali frammenti e 
anche la comparsa di altri frammenti di lunghezza inferiore (N1-12; N1-6 e 
N1-5). Inoltre è stato verificato che il rilascio e la produzione di N/OFQ 
aumentano in ratti tolleranti verso la morfina indicando che la morfina è in 
grado di modulare sia il rilascio che la degradazione di N/OFQ (Yuan et al., 
1999); 
vi. Metabolismo di N/OFQ nel plasma umano: nell’uomo N/OFQ è degradata da 
aminopeptidasi plasmatiche, nei confronti delle quali si è dimostrata essere più 
resistente rispetto alla dinorfina A (Yu et al., 1996). Il metabolita principale è 
N(2-17), che viene successivamente metabolizzato in N(3-17), N(4-17) e N(4-
15).  
Sebbene la maggior parte dei metaboliti derivanti dalla degradazione del peptide 
perdano affinità per il recettore NOP, alcuni mantengono in ogni modo un’attività 
biologica (Reinscheid et al., 1996; Dooley & Houghten, 1996). Un interessante 
esempio è dato dal frammento N(1-7). In alcuni studi N/OFQ somministrata per via 
intratecale nel topo induce iperalgesia e, sorprendentemente, tale effetto è bloccato da 
antagonisti dei recettori tachichininergici NK1, suggerendo che l’aumento di 
sensibilità al dolore sia un effetto mediato dal rilascio di sostanza P dalle afferenze 
primarie. Tale effetto viene inoltre bloccato proprio dal frammento N(1-7) (Sakurada 
T et al., 1999). Anche altri frammenti N-terminali somministrati per via intratecale 
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presentano ancora attività biologica e influenzano ad esempio alcuni comportamenti 
tipici dell’animale come lo scratching (grattare), il licking (leccare), il biting 
(mordicchiare) (Sakurada T et al., 2000). E’ risultato interessante anche il frammento 
N(1-13), in quanto capace di modulare l’azione di N/OFQ a livello spinale. Altro 
interessante frammento è N(1-11) che mostra un’azione analgesica naloxone-
dipendente (Rossi et al., 1997; Rossi et al., 1998). 
Recettore NOP 
Differenti gruppi di ricerca, impiegando tecniche di biologia molecolare, hanno 
messo in evidenza, nel breve volgere di un biennio (1994-1995), l’esistenza di 
sequenze geniche codificanti per una proteina di circa 370 aminoacidi, la cui struttura 
primaria mostrava le caratteristiche di un recettore a 7 domini transmembranari. 
Questo recettore, i cui geni sono stati identificati nel topo, nell’uomo e nel ratto 
(Mollereau et al., 1994; Chen et al., 1994), presenta marcate analogie di sequenza 
aminoacidica con i differenti tipi di recettori oppioidi ma non è in grado di interagire 
efficacemente con ligandi per tali recettori (Wick et al., 1994; Meunier et al., 2000). 
L’allineamento delle sequenze aminoacidiche del recettore NOP con quella dei 
recettori oppioidi mu, delta e kappa, ha evidenziato un’omologia di sequenza: (i) 
maggiore del 75% nel 2°, 3° e 7° dominio transmembranario; (ii) maggiore del 50% 
nel 1°, 5° e 6° dominio transmembranario e nei quattro loop intracellulari; (iii) minore 
del 50% nel 4° dominio transmembranario e nella 2° e 3° ansa extracellulare (Meunier 
et al., 2000) [Figura 3]. 
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Benché esistano differenze di sequenza tra le varie forme di recettore per la 
nocicettina isolato in differenti specie, permane un’omologia superiore al 90% 
(Meunier et al., 2000). 
L’alta omologia strutturale del recettore NOP e dei recettori oppioidi ha fatto 
pensare che esistesse un’altrettanta equivalenza strutturale con i recettori oppioidi nel 
sito di legame con l’agonista e nelle vie di traduzione associate all’attivazione del 
recettore stesso. Come i recettori oppioidi, infatti, NOP appartiene alla superfamiglia 
dei recettori associati alle proteine G (GPCRs) ed è in grado di attivare le stesse vie di 
trasduzione (Moran et al., 2000). In seguito al legame con N/OFQ, il recettore NOP 
attiva proteine G inibitorie del tipo Gi/Go determinando: l’inibizione dell’adenilato 
ciclasi e quindi della produzione di cAMP (Meunier et al., 1995); l’aumento della 
conduttanza al potassio (Vaughan et al., 1996); l’inibizione dei canali del calcio 
voltaggio-dipendenti in particolare quelli di tipo N (Condor et al., 1996). A livello 
Figura 3: Rappresentazione grafica dell’omologia di sequenza del recettore NOP 
con quella dei recettori oppioidi mu (µ), delta (δ) e kappa (k). 
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cellulare tutti questi effetti contribuiscono ad inibire l’attività neuronale e il rilascio di 
neurotrasmettitore e quindi a conferire al recettore stesso una funzione 
neuromodulatoria. 
Sulla base dei dati ottenuti sperimentalmente è stato costruito un modello 
tridimensionale che descrive il complesso di interazione N/OFQ-NOP (Topham et al., 
1998) [Figura 4]. Nel recettore è stato caratterizzato un esteso sito di legame capace 
di accogliere il frammento N(1-13), noto per essere il più piccolo analogo di N/OFQ 
dotato di piena attività biologica. Si è ipotizzato che i due anelli aromatici del 
tetrapeptide N-terminale di N/OFQ (Phe-Gly-Gly-Phe) siano accolti in distinti siti 
all’interno di una tasca del recettore, altamente conservata, localizzata nel fondo di 
una cavità formata dalle eliche transmembranarie 3, 5, 6 e 7. Questa tasca, 
strutturalmente equivalente al sito di legame per i recettori oppioidi mu, delta e kappa, 
contiene un residuo di Asp 130 che si pensa possa interagire con la porzione N-
terminale protonata di N/OFQ. Il modello inoltre mostra che, per l’attivazione del 
recettore è necessario il frammento N(8-13) di N/OFQ, ricca di residui cationici 
(Reinscheid et al., 1996), ed in grado di stabilire molteplici contatti con il secondo 
loop extracellulare acido del recettore. I dati ottenuti da diversi studi di binding 
suggeriscono che l’energia di legame fornita dal peptide N(1-4) non è di per sé 
sufficiente ad attivare il recettore, ma necessita del contributo dato dalle specifiche 
interazioni elettrostatiche con il secondo loop extracellulare (Dooley et al., 1997). 
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Anche il gene per il recettore NOP è stato parzialmente caratterizzato e dal punto 
di vista dell’organizzazione esoni-introni, è molto simile ai geni delle tre classi 
recettoriali degli oppioidi; ciò indica che i quattro geni si sono evoluti a partire da un 
comune gene ancestrale e quindi dalla stessa famiglia. Inoltre sembra che, dal punto di 
vista evoluzionistico, il gene per NOP sia il più antico dei quattro dal momento che 
sequenze geniche simili a NOP, ma non degli altri tre recettori, sono state ritrovate nei 
teleostei (Darlison et al., 1997) e nei pesci cartilaginei (Li et al., 1996), ma non ancora 
negli invertebrati. 
Attualmente non vi sono evidenze che indichino l’esistenza di sottotipi 
recettoriali distinti per N/OFQ (Mogil & Pasternak, 2001), anche se, sono state 
identificate delle varianti di splicing; come nel caso degli altri membri della famiglia 
dei recettori oppioidi, il gene per il recettore NOP è, infatti, sottoposto a splicing 
Figura 4: Figura 4: Rappresentazione schematica di un 
modello tridimensionale del complesso recettore NOP e 
N/OFQ (in bianco). Le eliche transmembrana sono 
numerate da I a VII. 
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alternativo. Varianti recettoriali sono state identificate nei linfociti di topo (Halford et 
al., 1995), nel cervello di topo (Pan et al., 1998), ratto (Xie et al., 2000) e di uomo 
(Peluso et al., 1998). Tutte le varianti del recettore NOP sono rappresentate da 
proteine tronche che non sono in grado di funzionare come recettori tradizionali 
accoppiati a proteine G, anche se questo non necessariamente implica che non abbiano 
un qualche significato funzionale (Currò et al., 2001). E’ interessante notare che 
varianti simili di recettore tronco sono state riportate in tutti i geni che codificano per 
gli altri recettori oppioidi finora conosciuti. 
Distribuzione del recettore NOP 
Ancora prima di identificare il ligando endogeno del recettore, la distribuzione 
dei trascritti nei tessuti di topo è stata analizzata attraverso studi di ibridazione in situ 
(Fukuda et al., 1994; Lachowicz et al,. 1995), analisi di Northern (Chen et al., 1994) e 
RT-PCR (Wang et al., 1994). 
Studi condotti su topi knock out rispettivamente per recettori oppioidi mu, delta e 
kappa hanno mostrato una variazione del numero e della distribuzione del recettore 
NOP nel cervello murino. In particolare topi knock out per il recettore di tipo delta 
mostrano una sovraespressione del recettore NOP in tutte le regioni cerebrali in 
particolare nelle zone corticali; topi knock out per il recettore di tipo kappa mostrano 
un’espressione inferiore del recettore NOP mentre la perdita del recettore mu non 
mostra nessun tipo di alterazione dell’espressione di NOP. Questi dati dimostrano che 
esiste un’interazione tra il sistema orfaninergico e i recettori oppioidi e che questa 
correlazione risulta essere recettore-specifica (Slowe et al., 2001). 
 
 
19 
Studi di immunolocalizzazione del recettore nel ratto hanno permesso di 
individuarne la distribuzione nel cervello e a livello spinale di questa specie. La 
presenza del recettore in realtà non è limitata al SNC, ma è rilevante anche su sistemi 
ed organi periferici. 
A differenza della distribuzione dei recettori oppioidi, nel cervello la presenza di 
NOP sembra essere uniforme in specie diverse. Un’analisi completa della 
distribuzione del recettore nel cervello di ratto ha evidenziato che il recettore è 
densamente espresso in molte aree corticali, nel nucleo olfattorio anteriore, nel setto 
laterale, nel prosencefalo ventrale, in molti nuclei ipotalamici e talamici, nelle 
formazioni dell’ippocampo, nell’amigdala basolaterale e mediale, nella sostanza grigia 
centrale, nel nucleo del ponte, nel complesso nucleare vestibolare, nel nucleo 
endopiriforme, in molti nuclei motori del tronco encefalico, in nuclei profondi 
cerebellari, nel nucleo del tratto solitario e nella formazione reticolare (Neal Jr et al., 
1999b). 
Nei roditori è stata evidenziata una buona correlazione tra la presenza degli 
mRNA di NOP e la presenza di N/OFQ, e ciò indica che i recettori sono localizzati in 
maniera predominante in circuiti neuronali locali dove potrebbero esercitare una 
funzione modulatoria (Letchworth et al., 2000). 
A livello del midollo spinale di ratto mRNA di NOP sono stati ritrovati nella 
sostanza grigia, sia delle corna dorsali che di quelle ventrali (Pettersson et al., 2002). 
Sembra che la maggior parte dei recettori sia localizzata sugli interneuroni delle corna 
dorsali dove possono partecipare alla locale regolazione della trasmissione del dolore 
(Zeilhofer & Calò, 2003). Non si può escludere comunque che i recettori NOP siano 
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espressi anche sulle terminazioni delle vie discendenti centrali e/o sulle afferenze 
sensorie periferiche. 
Il recettore NOP è stato, inoltre, chiaramente identificato nel sistema nervoso 
periferico e in diversi organi isolati. Alcuni studi indicano che il recettore è espresso 
nell’intestino e nei dotti deferenti di ratto (Wang et al. 1994), nel plesso mienterico 
(Yuce et al, 2007), così come nel tratto gastrointestinale e nel rene di maiale e in 
diversi gangli di cavia quali il ganglio prevertebrale simpatico (mesenterico superiore 
celiaco, mesenterico inferiore), il ganglio paravertebrale simpatico (cervicale 
superiore, stellato, catena lombare) e gangli giugulari (Kummel & Fische, 1999). 
Infine siti ad alta affinità di legame per N/OFQ sono stati ritrovati nella retina e nel 
cuore di ratto (Makmam & Dvorkin, 1997; Malinowska et al., 2002). 
Oltre al sistema nervoso, anche il sistema immunitario rappresenta un altro sito 
di localizzazione del recettore NOP. Gli mRNA si esprimono nei linfociti splenici di 
topo (CD4+,CD8+,CD4-,CD8-) e in molte cellule immunitarie umane (linfociti B e 
cellule T, monociti, così come linfociti e monociti circolanti) (Halford et al., 1995; 
Peluso et al., 1998). 
In sintesi possiamo affermare che il recettore NOP è largamente espresso nel 
cervello, nel midollo spinale, e nel sistema nervoso periferico, in aree coinvolte in 
processi quali la percezione del dolore, la memoria, lo stress, la locomozione, la 
regolazione ormonale, il sistema immunitario. Una così ampia distribuzione riflette il 
coinvolgimento del sistema N/OFQ-recettore NOP in un gran numero di risposte 
fisiologiche e nell’ambito del controllo omeostatico di altri circuiti neuronali. 
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Spettro di attività biologiche 
L’impiego di N/OFQ esogena, la disponibilità di antagonisti (Guerrini et al., 
1998; Calò et al., 2002; Trapella et al., 2006; Rizzi et al., 2007a; Spagnolo et al., 
2007), e di agonisti (Reinscheid et al., 1998; Kuo et al., 2008; Fischetti et al. 2009) 
altamente selettivi per il recettore NOP, ha permesso di caratterizzare l’ampio spettro 
di attività biologiche mediate da questo nuovo sistema, spesso simile a quello degli 
oppioidi, ma in molti casi capace di evocare effetti farmacologici differenti e 
addirittura opposti (Heinricher, 2003). 
Nella Figura 5 sono riportati schematicamente i principali effetti mediati dal 
sistema N/OFQ-recettore NOP. 
Nocicezione 
Il sistema N/OFQ-recettore NOP riveste nell’ambito della nocicezione un ruolo 
sempre più importante, ed un numero sempre crescente di studi mostra che N/OFQ 
interferisce con i processi di nocicezione a tre differenti livelli di integrazione: a 
livello di centri cerebrali superiori, del midollo spinale ed a livello periferico nelle 
fibre afferenti primarie (Zeilhofer & Calò, 2003; Lambert GD, 2008). A conferma del 
coinvolgimento del sistema N/OFQergico nella modulazione del dolore vi è la diffusa 
distribuzione sia di N/OFQ che del recettore NOP in aree associate alla nocicezione, 
in particolare nelle corna dorsali del midollo spinale, nel nucleo del rafe magno e 
nell’area grigia periacqueduttale (Neal et al., 1999; Neal Jr et al., 1999). 
Il sistema N/OFQ-recettore NOP media effetti differenti a seconda dei modelli di 
dolore e della via di somministrazione, ma in generale, i dati in nostro possesso 
permettono di distinguere effetti sopraspinali, spinali e periferici. 
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Effetti sopraspinali 
Somministrazioni sopraspinali (ICV) di N/OFQ causano nel topo e nel ratto un 
aumento della sensibilità a stimoli dolorifici in diversi tests (piastra calda e “tail-
flick”), che si manifesta con effetto pro-nocicettivo, iperalgesico o pro-allodinico 
(Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995; Zeilhofer & Calò, 2003). 
La modulazione sopraspinale del dolore da parte di N/OFQ rappresenta una 
forma di “antagonismo funzionale del sistema oppioide”; la N/OFQ, infatti, è in grado 
di contrastare l’effetto analgesico indotto dalla somministrazione di agonisti oppioidi 
(Calò et al., 1998; King et al., 1998; Mogil & Pasternak, 2001; Zeilhofer & Calò, 
2003; Scoto et al., 2007). N/OFQ, ICV, blocca anche l’analgesia indotta da stress e da 
Figura 5: Principali attività biologiche del sistema N/OFQ-recettore NOP (da 
Lambert et al., Nature Reviews Drug Discovery 2008; 7:694-710). 
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elettroagopuntura, eventi entrambi associati al rilascio di peptidi oppioidi (Rizzi et al., 
2001; Ma et al., 2004). 
Inoltre, recenti studi dimostrano che antagonisti peptidici del recettore NOP 
somministrati per via centrale sono anti-nocicettivi, evidenziando così l’esistenza di 
un tono centrale endogeno N/OFQergico anti-oppioide/pronocicettivo in condizioni di 
base (Chiou et al., 2007) che viene anche attivato in condizione di infiammazione 
cronica o neuropatia (Scoto et al., 2009). 
Effetti spinali 
A livello spinale, l’azione di N/OFQ è più complessa in quanto il peptide induce 
effetti diversi al variare della dose: iperalgesia a basse dosi ed analgesia a dosi più 
elevate (Mogil & Pasternak, 2001). 
Nonostante le numerose contraddizioni, riportate in letteratura, la maggior parte 
dei lavori, effettuati in differenti specie animali e in differenti modelli di dolore 
(calore, stimoli meccanici, infiammazione e neuropatia) riporta, che somministrazioni 
spinali (intratecali, IT) di N/OFQ causano effetti analgesici (Ko et al., 2006; Mogil & 
Pasternak, 2001; Courteix et al., 2004). 
Effetti periferici 
Ad oggi, anche le informazioni relative agli effetti di somministrazioni 
periferiche di N/OFQ e dei suoi analoghi nel controllo del dolore sono controverse. In 
generale, comunque, si evince che N/OFQ (intraplantare, IPL) abbia un’azione 
analgesica sul dolore indotto da sostanza P nel riflesso flessorio del topo (Inoue et al., 
1999), così come nel dolore termico causato da una somministrazione sottocutanea di 
capsaicina nella coda di scimmia (Ko et al., 2002). 
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Nel dolore di tipo infiammatorio, indotto da formalina nel ratto, l’attivazione dei 
recettori NOP periferici riduce sia lo sviluppo che il perdurare dello stato doloroso, a 
differenza degli oppioidi che hanno un’importante azione analgesica solamente nelle 
fasi iniziali dell’infiammazione (Ambriz-Tututi et al., 2009). Nel ratto, la 
somministrazione di un agonista di sintesi del recettore NOP, Ro64-6198, produce un 
effetto anti-allodinico in un modello di dolore neuropatico (Obara et al., 2005), mentre 
nel topo produce effetti contradditori anti- e pro-algesici in funzione delle condizioni 
sperimentali (Reiss et al., 2008). 
Attività locomotoria spontanea 
Sia nel topo che nel ratto, basse dosi ICV di N/OFQ stimolano l’attività 
locomotoria spontanea e il comportamento esplorativo (in relazione probabilmente 
all’effetto ansiolitico del peptide), mentre dosi più alte riducono l’attività locomotoria 
in maniera dose-dipendente causando atassia, perdita della coordinazione, 
dell’equilibrio e del tono muscolare. Così come altri effetti indotti da N/OFQ, 
l’inibizione dell’attività locomotoria è insensibile al naloxone (Reinscheid et al., 1995; 
Devine et al., 1996; Jenck et al., 1997; Rizzi et al., 2001; Marti et al., 2009). 
Studi condotti impiegando topi knock out per il recettore NOP o antagonisti 
selettivi dimostrano che, nel topo, il sistema N/OFQ- recettore NOP non gioca un 
ruolo endogeno nella regolazione dell’attività locomotoria (Noda et al., 2000; Rizzi et 
al., 2001). Nel ratto, invece, la stimolazione della performance motoria indotta dalla 
somministrazione di UFP-101, un antagonista altamente selettivo per i recettori NOP, 
suggerisce un ruolo endogeno inibitorio del sistema N/OFQ-NOP nel controllo di tale 
funzione (Marti et al., 2009). 
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Rilascio di neurotrasmettitori 
Studi in vitro mostrano che N/OFQ inibisce il rilascio di noradrenalina, 
dopamina, serotonina, acetilcolina e glutammato in diverse aree cerebrali di molte 
specie animali (Schlicker & Morari, 2000).  
Studi in vivo confermano il ruolo modulatorio di N/OFQ sul rilascio di numerosi 
neurotrasmettitori nel sistema nervoso centrale. Ad esempio, nel ratto anestetizzato, 
N/OFQ, iniettata ICV, riduce il rilascio di dopamina nel nucleus accumbens (Norton 
et al., 2002). Altri studi in vivo hanno al contrario dimostrato che N/OFQ, 
somministrata per via ICV, di per sé non è in grado di modificare la liberazione di 
dopamina nel nucleus accumbens, ma previene l’aumento della liberazione di 
dopamina, provocato dalla morfina somministrata per via sistemica (Di Giannuario et 
al., 1999). L’inibizione delle fibre mesocortico-limbiche dopaminergiche da parte di 
N/OFQ ben si accorda con altre osservazioni sperimentali che la vedono coinvolta in 
meccanismi di gratificazione, cognitivi e di controllo motorio, che trovano sede 
principale proprio nel sistema mesocortico-limbico (Mollereau et al., 2000). 
N/OFQ somministrata per via ICV inibisce, in ratti svegli, le vie dopaminergiche 
nigrostriatali; tale ruolo potrebbe rappresentare, in un prossimo futuro, la base di 
terapie farmacologiche con antagonisti NOP per il trattamento del Parkinson (Marti et 
al., 2004). A questo proposito, un trial clinico di fase I è iniziato nel 2008 per lo studio 
dell’impiego di un antagonista specifico del recettore NOP, SB-612111 (Glaxo 
SmothKline) nella terapia di questa malattia (Lambert et al., 2008). 
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N/OFQ, inoltre, inibisce la liberazione di serotonina da fettine di corteccia 
cerebrale di ratto e tale effetto si può mettere in relazione con l’azione ansiolitica del 
peptide (Siniscalchi et al., 1999; Le Maitre at al., 2005). 
Apprendimento e memoria 
Il sistema N/OFQ-recettore NOP, ampiamente distribuito in regioni corticali e 
limbiche (Neal Jr et al., 1999), è coinvolto nella regolazione dell’apprendimento e 
della memoria (Mamiya et al., 2003). Diversi studi riportano un peggioramento delle 
capacità di apprendimento nel test di Morris water maze, in seguito ad infusione intra-
ippocampale di N/OFQ che viene completamente bloccato con il pre-trattamento con 
un antagonista selettivo del recettore (Sandin et al., 1997; Reprobe et al., 2000). 
Inoltre, topi knockout per N/OFQ posseggono maggiore capacità di apprendimento e 
una migliore memoria rispetto ai topi normali, che mette in evidenza il ruolo inibitorio 
del sistema N/OFQergico endogeno in tali funzioni (Noda et al., 2000).  
Ansia e depressione 
Basse dosi ICV del peptide attenuano le risposte comportamentali allo stress in 
diversi modelli ansiogenici in topi e ratti (Jenck et al., 1997). Altri studi, tuttavia, 
riportano che N/OFQ somministrata ICV, nel ratto, incrementa la suscettibilità allo 
stress e mostra proprietà ansiogene (Fernandez et al., 2004). Il ruolo antistress o 
ansiolitico di N/OFQ somministrata ai roditori, è stato confermato in topi knockout 
per N/OFQ che manifestano una maggiore ansia quando posti in un ambiente nuovo o 
minaccioso, hanno un ridotto comportamento esplorativo e spendono meno tempo al 
centro dell’area nell’open field test (Köster et al., 1999; Gavioli et al.,2007). Le 
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proprietà ansiolitiche del peptide endogeno si riscontrano anche utilizzando un 
agonista non-peptidico (Ro 64-6198, Roche) (Jenck et al., 2000).  
Il meccanismo attraverso cui N/OFQ produce un effetto ansiolitico non è del 
tutto definito; è stato ipotizzato che l’azione si realizzi attraverso la modulazione di 
sistemi notoriamente coinvolti nel controllo dell’ansia come il sistema serotoninergico 
(Siniscalschi et al., 1999; Le Maître et al., 2005), CRF (Jenck et al., 1997) e GABAA 
(Gavioli et al., 2008). 
Il sistema N/OFQ-recettore NOP induce un effetto depressivo (Redrobe et al., 
2002). E’ stato dimostrato che nella fase di depressione post-partum i livelli plasmatici 
di N/OFQ aumentano ed esercitano un’azione inibitoria sul rilascio di catecolamine e 
serotonina (5-HT) nel locus caeruleus e nel nucleo del raphe. Gli antagonisti NOP 
permettono di ristabilire i livelli fisiologici di catecolamine e 5-HT in queste aree 
cerebrali (Connor et al., 1996) confermando una mediazione NOP . 
Nonostante siano necessari ulteriori studi per meglio definire il ruolo del sistema 
N/OFQ-recettore NOP sul controllo di queste patologie, è ampiamente accettata 
l’ipotesi generale che gli agonisti del recettore NOP siano ansiolitici, mentre gli 
antagonisti siano anti-depressivi. A questo proposito le molecole candidate per 
iniziare una sperimentazione clinica per il trattamento della depressione (Lambert et 
al., 2008) sono Ro64-6198 (Roche), agonista selettivo del recettore NOP, che mostra 
un buon profilo ansiolitico e SB-612111 (GlaxoSmithKline), antagonista selettivo 
NOP. 
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Droghe d’abuso 
N/OFQ regola l’assunzione di alcool e il comportamento associato al suo 
consumo; in particolare l’attivazione del recettore NOP inibisce 
l’autosomministrazione di alcool e riduce il Conditioned Place Preference indotto da 
etanolo (Ciccocioppo et al., 2004; Kuzmin et al., 2007). Inoltre, è stato dimostrato che 
la somministrazione ICV di N/OFQ riduce il consumo di etanolo in un ceppo di ratti 
geneticamente selezionato per la preferenza all’alcool (Marchigian Sardinian msP 
alcohol-preferring) (Economidou et al., 2006). 
E’ stato riportato, inoltre, che N/OFQ inibisce il reward verso l’assunzione di 
alcune sostanze d’abuso quali, anfetamina, cocaina e morfina (Kotlinska et al.,2003; 
Toll et al., 2009). 
Assunzione di cibo 
N/OFQ è sintetizzata e rilasciata in molte zone del cervello coinvolte nel 
controllo dell’assunzione di cibo (striato, ipotalamo, tratto solitario, nucleo 
parabranchiale).  
N/OFQ stimola l’assunzione di cibo in ratti sazi e tale effetto è antagonizzato sia 
dal naloxone che dalla somministrazione di antagonisti del recettore NOP (Pomonis et 
al., 1996; Olszewski & Levin, 2004). 
Inoltre, la somministrazione di N/OFQ nel ventricolo laterale produce un 
significativo incremento del food intake in ratti magri ma non in ratti obesi. Questi 
dati, di recente pubblicazione, dimostrano la differente sensibilità all’azione di N/OFQ 
di ratti con un diverso assetto corporeo (Filippetti et al., 2007). Interessante è 
l’osservazione che nel topo, la somministrazione cronica per via ICV di N/OFQ causa 
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un incremento del peso corporeo, non solo attraverso l’aumento dell’assunzione di 
cibo, ma anche mediante la riduzione del metabolismo energetico dei lipidi 
(Matsushita et al., 2009). 
Sistema cardiovascolare e funzioni renali 
Una conferma del coinvolgimento del sistema N/OFQergico nella regolazione di 
funzioni cardiovascolari deriva dalla diffusa distribuzione sia di N/OFQ che del 
recettore NOP in regioni del sistema nervoso centrale, nucleo del tratto solitario e 
medulla rostrale ventrolaterale, così come nelle terminazioni pre- e post-gangliari del 
sistema nervoso autonomo simpatico e parasimpatico che innervano i vasi sanguigni e 
il cuore, e negli stessi organi bersaglio (Malinowska et al., 2002). 
N/OFQ somministrata sia per via IV che per via ICV, induce, nel ratto e nel 
topo, una transitoria riduzione della pressione arteriosa e della frequenza cardiaca 
(Giuliani et al., 1997; Burmeister & Kapusta, 2007; Burmeister et al., 2008); inoltre in 
studi effettuati sia in vitro (arterie di gatto e di ratto) che in vivo (nel ratto) 
(Abdelrahman & Pang, 2002) è emersa un’azione vasodilatatrice del peptide. Agonisti 
recettoriali di questo sistema potrebbero essere efficaci nel trattamento 
dell’ipertensione. 
Il sistema N/OFQ ergico agisce anche a livello renale; infusioni IV e ICV di 
N/OFQ nel ratto aumentano marcatamente il flusso urinario e hanno un effetto 
antinatriuretico (Kaptusa et al., 1997; Burmeister & Kapusta, 2007). Agonisti del 
recettore NOP potrebbero, quindi, essere utili come farmaci diuretici. 
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N/OFQ e sistema gastrointestinale 
Il sistema N/OFQ-recettore NOP è largamente espresso in aree del sistema 
nervoso centrale e anche in tessuti periferici di molte specie animali (ratto, topo e 
uomo), capaci di regolare alcune funzioni gastrointestinali, sia in condizioni 
fisiologiche che patologiche. 
(i) Condizioni fisiologiche: studi in vivo effettuati nel ratto hanno mostrato che 
N/OFQ e i suoi analoghi di sintesi, tra cui UFP-112, inducono differenti effetti sulle 
funzioni gastriche a seconda del sito di somministrazione; quando iniettati per via 
centrale, inibiscono la secrezione acida gastrica e ritardano lo svuotamento dello 
stomaco, quando somministrati per via periferica, stimolano la secrezione acida 
gastrica e non hanno alcuna azione sullo svuotamento (Broccardo et al., 2004; 
Broccardo et al., 2007). Inoltre, N/OFQ ritarda lo svuotamento gastrico con un 
meccanismo dipendente dall’asse ipotalamo-ipofisi-surrene (HPA, acronimo 
dell’inglese Hypothalamic Pituitary Adrenal), nel quale sia il CRF che i 
glucocorticoidi giocano un ruolo facilitatorio. (Broccardo et al., 2005). 
Il sistema NOFQ-recettore NOP centrale controlla in senso inibitorio l’attività 
propulsiva colonica in diverse specie animali e tale effetto è mediato dal recettore 
NOP (Osinski et al., 1999; Osinski et al., 2000; Broccardo et la., 2004). 
Più controversi sono, invece, gli effetti sull’attività propulsiva colonica del 
sistema NOFQergico periferico; uno studio sul ratto ha dimostrato che, analogamente 
a quando avviene a livello centrale, anche a livello periferico, N/OFQ induce un 
effetto antipropulsivo (Broccardo et al., 2008). Altri lavori invece hanno messo in 
evidenza che N/OFQ stimola perifericamente la propulsione colonica (Taniguchi et 
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al., 1998; Takahashi et al., 2000). Questa discrepanza potrebbe dipendere dalle diverse 
condizioni sperimentali usate in tali studi (dose, via di somministrazione, tipologia dei 
saggi utilizzati). 
(ii) Condizioni patologiche: somministrazioni centrali e periferiche di N/OFQ 
proteggono la mucosa dall’azione erosiva dell’etanolo (soluzione al 50% in 
fisiologica) e tale effetto non sembra essere legato all’attivazione dell’asse HPA e dei 
suoi componenti principali (CRF e glucocorticoidi) (Grandi et al., 2008). 
N/OFQ, iniettata sia centralmente che perifericamente, riduce, nel ratto, 
l’incidenza di diarrea indotta da olio di ricino, principalmente come conseguenza della 
capacità del neuropeptide di inibire il transito colonico, sebbene non si possa 
escludere una contemporanea azione antisecretoria (Broccardo et al., 2008). 
(iii) Condizioni di stress: Il sistema N/OFQ-recettore NOP svolge un ruolo 
modulatorio anche in alcune disfunzioni gastrointestinali indotte da stress. 
Prove sperimentali e cliniche dimostrano che lo stress è causa di disfunzioni 
dell’attività secretoria, motoria ed epiteliale del tratto gastrointestinale. La maggiore 
incidenza di lesioni della mucosa, l’aumento del transito colonico e dell’escrezione 
fecale, insieme alla significativa riduzione della soglia di sensibilità alla distensione 
colon rettale (CRD) (indice di sensibilità dolorosa viscerale) rappresentano le 
principali alterazioni durante i più comuni disturbi gastrointestinali legati allo stress 
(Bonfils et al., 1993; Lenze t al., 1998; Gue et al., 1997; Tache et al., 2004; Agostani 
et al., 2009). 
La somministrazione periferica di N/OFQ o di agonisti selettivi (UFP-112), 
riduce, attraverso l’attivazione dei recettori NOP, le lesioni gastriche indotte da “stress 
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da freddo”, favorendo la produzione di muco (Grandi et al., 2007). Inoltre, N/OFQ 
con meccanismi periferici riduce l’escrezione fecale evocata da stress o da 
somministrazioni di CRF, riduce a livello periferico l’ipersensibilità viscerale alla 
CRD indotta da “stress da restrizione” e, infine, protegge la mucosa colonica dai danni 
indotti dallo stress (Broccardo et al., 2008; Agostini et al., 2009). 
Alla luce di tutte queste premesse, e considerando, inoltre, che differenti tipi di 
stress possono aggravare i sintomi clinici di pazienti con malattie infiammatorie 
intestinali, quali il morbo di Crohn e la Colite Ulcerosa, gli effetti di N/OFQ messi in 
evidenza sul tratto gastrointestinale (protezione della mucosa gastrica e colonica, 
rallentamento della propulsione del colon ed analgesia viscerale), rappresentano 
importanti componenti a favore di un ruolo modulatorio di questo sistema in 
disfunzioni gastrointestinali. 
N/OFQ e sistema immunitario 
Il sistema immunitario rappresenta un altro importante sito di localizzazione del 
sistema N/OFQergico; mRNA del recettore NOP e del precursore proteico di N/OFQ, 
ppN/OFQ, sono stati identificati in diverse sottopopolazioni linfocitarie di topo 
(CD4+,CD8+,CD4-,CD8-) cosi come in molte cellule immunitarie umane, inclusi 
monociti, linfociti e cellule polimorfonucleate (Halford et al., 1995; Peluso et al., 
1998; Arjomand et al., 2002; Williams et al., 2007). Il coinvolgimento del sistema 
N/OFQ-recettore NOP nella modulazione della risposta immunitaria è, inoltre, 
avvalorato dall’osservazione che diversi stimoli infiammatori favoriscono il rilascio di 
N/OFQ dagli immunociti e che N/OFQ, a sua volta, modula il rilascio di alcuni 
mediatori dell’infiammazione (Fiset et al., 2003; Miller et al., 2007). Ad oggi, il ruolo 
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del sistema N/OFQergico nell’infiammazione è ancora controverso dal momento che 
N/OFQ induce sia effetti pro- che anti-infiammatori. 
i. effetti anti-infiammatori: N/OFQ inibisce l’incremento di citochine pro-
infiammatorie indotto da uno stress traumatico, la produzione di anticorpi a 
livello linfocitario e l’attivazione mastocitaria (Halford et al., 1995; Peluso et 
al., 2001; Zhao et al., 2002). Inoltre il peptide sopprime la produzione di 
alcune chemochine pro-infiammatorie (CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES) da 
monociti umani (Kaminsky et al., 2008). Complessivamente, possiamo, quindi, 
affermare che la N/OFQ induce l’effetto anti-infiammatorio, attraverso 
l’inibizione della produzione di mediatori della risposta immunitaria.  
ii. effetti pro-infiammatori: N/OFQ aumenta i livelli plasmatici di TNFα e IL-1β e 
la mortalità degli animali in un modello di sepsi da legatura e puntura del cieco 
(Carvalho et al., 2008). Inoltre, topi knockout per il recettore NOP sono 
resistenti all’induzione di colite sperimentale indotta da somministrazione 
orale di destranosolfato di sodio (DSS) (Kato et al., 2005) e la 
somministrazione di un antagonista non peptidico dei recettori NOP, 
(SB612111), ha un azione protettiva sulla colite da DSS (Alt et al., 2012).  
In linea con l’azione pro-infiammatoria del peptide è stato recentemente 
dimostrato che, alte dosi di N/OFQ inducono, in ratti sani, un aumento della 
vasodilatazione del microcircolo mesenterico, del rolling e dell’adesione leucocitaria e 
dell’espressione di molecole di adesione (CD11b) sulla superficie di neutrofili 
circolanti, attraverso tappe che coinvolgono l’attivazione mastocitaria (Brookes et al., 
2007). 
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Malattie infiammatorie intestinali 
Le Malattie Infiammatorie Croniche Intestinali (IBD, acronimo dell’inglese 
Inflammatory bowel Disease), come il morbo di Crohn e la Colite Ulcerosa, sono 
patologie croniche, infiammatorie, idiopatiche, che colpiscono il tratto 
gastrointestinale (GI). Queste patologie, risultano essere particolarmente debilitanti e 
severe per la natura dei sintomi che le caratterizzano, per la compromissione della 
qualità di vita, per il decorso cronico, e per il rischio, tanto più rilevante nei casi ad 
esordio in età pediatrica, di complicazioni a lungo termine (deficit di crescita, 
cancerizzazione, necessità di interventi chirurgici anche demolitivi).  
Le IBD rappresentano la più comune classe di patologie infiammatorie croniche 
dopo l’artrite reumatoide, raggiungendo nei paesi economicamente più sviluppati, una 
prevalenza complessiva pari allo 0,5-1% della popolazione generale; attualmente in 
Europa si contano circa 2.2 milioni di persone affette da queste patologie. Numerosi 
studi epidemiologici hanno, inoltre, rilevato un costante aumento nell’incidenza di 
queste patologie, che ha coinvolto non solo le aree tradizionalmente più colpite dove 
ora l’incidenza sembra aver raggiunto un plateau, ma anche i paesi del bacino del 
Mediterraneo, dell’ex Europa comunista, Cina ed India, portando ad una riduzione del 
gradiente d’incidenza Nord-Sud precedentemente osservato (Cosnes et al., 2011) 
[Figura 6]. 
 
 
35 
 
Sebbene tutti i gruppi di età siano a rischio di IBD, il riscontro di queste 
patologie in soggetti al di sotto dei 10 anni e al di sopra degli 80 anni è piuttosto raro. 
Generalmente vengono colpiti i giovani adulti e il picco maggiore di esordio di queste 
due malattie si colloca tra 15 e 35 anni per l’uomo e tra 20 e 40 anni per la donna, con 
un secondo picco comune tra i 50 anni, che mostra un andamento bimodale. 
La malattia di Crohn e la Colite Ulcerosa hanno alcune somiglianze nel 
meccanismo patologico e nel decorso clinico (dolore addominale, perdita di peso, 
diarrea e sanguinamento rettale), tuttavia rimangono sindromi distinte caratterizzate da 
modalità di distribuzione dell’infiammazione, prognosi e approcci terapeutici almeno 
in parte diversi. 
Il morbo di Crohn può interessare tutto il tratto gastroenterico, dalla bocca 
all’ano, con una predilezione per la porzione distale dell’intestino tenue e per il colon 
Figura 6: Incidenza annuale delle Malattie Infiammatorie Croniche Intestinali nel 
mondo; in rosso: incidenza maggiore di 10/10.0000/anno; in arancione: incidenza 5-
10/10.000/anno; in verde incidenza minore di 4/10.000/anno; in giallo: incidenza 
minore di 4/10.000/anno ma in costante aumento; in bianco: dati non disponibili (da 
Cosnes et al., Gastroenterology 2011; 140:1785-1794). 
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prossimale, mentre la Colite Ulcerosa colpisce tipicamente il retto interessando con 
un’estensione in senso prossimale diversi segmenti del solo colon. L’infiammazione 
nella malattia di Crohn presenta, inoltre, come caratteristiche fondamentali, la 
distribuzione endoscopica discontinua e il coinvolgimento di tutti gli strati della parete 
intestinale, dalla mucosa alla sierosa; nella Colite Ulcerosa, invece, il coinvolgimento 
infiammatorio è limitato agli strati superficiali, e, solitamente, non supera la mucosa e 
ha un pattern endoscopico di continuità; le alterazioni anatomo-patologiche 
interessano, infatti, la mucosa in maniera continua ed uniforme senza interposizione di 
aree di mucosa integra, come avviene, invece, nella malattia di Crohn. Un’altra 
differenza tra queste due patologie riguarda il profilo delle citochine liberate nella 
mucosa intestinale infiammata. Linfociti CD4+ isolati da pazienti affetti da morbo di 
Crohn mostrano, infatti, un profilo simil-Th1 (linfociti T-helper 1), caratterizzato dalla 
produzione predominante di IFN-γ, IL-2 e TNF-α. Al contrario, i linfociti CD4+ 
isolati da pazienti affetti da Colite Ulcerosa hanno un profilo simil-Th2 (linfociti T-
helper 2), caratterizzato da elevata produzione di IL-5. 
Le cause delle IBD non sono ancora note. Gli studi condotti evidenziano un 
coinvolgimento di fattori genetici, ambientali, microbici e immunologici, ma i precisi 
meccanismi eziopatogenetici risultano essere ancora oscuri. L’ipotesi attualmente più 
accreditata è che le IBD siano il risultato di una inappropriata ed esagerata risposta 
immune verso i normali costituenti della microflora della mucosa intestinale, indotta 
da un agente esterno in individui geneticamente predisposti.  
La suscettibilità genetica viene confermata da numerose evidenze cliniche e 
sperimentali, che dimostrano un’aumentata incidenza delle malattie tra i familiari di 
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primo grado dei pazienti con IBD, tra gemelli monozigoti rispetto ai dizigoti ed 
alterazioni genetiche in particolari cromosomi (loci IBD) (Ahmad et al., 2004; Orholm 
et al., 2000). Recentemente la mappatura del cromosoma 16 ha permesso 
l’identificazione del gene NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-
containing protein 2), anche noto come CARD15 (caspase-recruitament domain 
protein), le cui mutazioni sono correlate alla comparsa di IBD. In condizioni 
“fisiologiche” questo gene codifica per una proteina citoplasmatica presente sui 
macrofagi, detta NOD2, che costituisce un recettore intracellulare per componenti 
lipopolisaccaridici batterici (LPS), con la funzione di modulare la risposta ad antigeni 
batterici. Il legame di tale proteina con LPS attiva il fattore di trascrizione nucleare kB 
(NF-kB), coinvolto nel segnale della risposta immuno-infiammatoria mucosale che 
porta alla sintesi di citochine infiammatorie. In pazienti affetti da morbo di Crohn, la 
proteina NOD2 mutata non permette più ai monociti di riconoscere alcuni agenti 
patogeni e determina una modifica nell’attivazione di NF-kB, a sua volta responsabile 
di un’alterata risposta immune (Lécine et al., 2007; Hugot et al., 2001; Ogura et al., 
2001). Dal momento che, però, le mutazioni a carico del gene NOD2 sono 
responsabili solo del 15% dei casi di malattia, i geni potenzialmente coinvolti 
potrebbero essere anche altri. A tal proposito, sono stati mappati altri loci che 
potrebbero essere interessati nello sviluppo del morbo di Crohn a livello del 
cromosoma 12 (loci IBD2), 6 (loci IBD3) e 14 (loci IBD4) (Ahmad et al., 2001). 
La componente genetica comunque è solo uno degli aspetti di questa malattia 
multifattoriale; l’incompleta concordanza per le IBD nei gemelli omozigoti e la 
variazione di rischio in alcuni gruppi etnici che vivono in diverse aree geografiche, 
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infatti, supporta il coinvolgimento di fattori ambientali anche se mancano chiare 
evidenze causa-effetto. 
I fattori ambientali maggiormente implicati sono:  
 Fattori infettivi: il Mycobactérium paratuberculosis (che appartiene allo stesso 
genere batterico del bacillo della tubercolosi) che sembra potere favorire 
l’insorgenza della malattia di Crohn, sebbene il suo ruolo primario sia molto 
contestato. Su 24 studi svolti nei pazienti con malattia di Crohn, tale batterio è 
stato riscontrato solo in 10 di questi; non si possono tuttavia trarre conclusioni 
univoche nel coinvolgimento di questo batterio nelle IBD in quanto i pazienti 
risultati negativi potrebbero in realtà essere dei falsi negativi. Un'altra 
controversia riguarda l’implicazione del virus del morbillo la cui infezione 
durante i primi giorni di vita, o addirittura durante il primo trimestre di 
gravidanza, potrebbe giocare un ruolo nella comparsa 20 o 30 anni dopo la 
malattia di Crohn. 
 Abitudini alimentari: nei sieri di pazienti affetti da IBD, sono stati trovati 
anticorpi diretti contro vari antigeni alimentari, quali proteine del latte, della 
farina e del lievito di pane. Il ruolo degli alimenti nell’indurre una flogosi della 
mucosa è stato avvalorato da studi che hanno evidenziato l’efficacia della dieta 
alimentare nella remissione della malattia. 
 Utilizzo di alcuni farmaci entero-lesivi, come FANS ed antibiotici. 
 Il fumo di sigaretta: il fumo innalza di tre-quattro volte il rischio di sviluppare 
la malattia di Crohn oltre a causarne un decorso clinico più impegnativo. Al 
contrario nella Colite Ulcerosa i soggetti più a rischio sono sia gli ex fumatori 
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che i non fumatori. L’associazione inversa in questo caso tra fumo e malattia 
ha tuttavia meccanismi complessi e poco chiari, legati ai possibili effetti della 
nicotina sulla secrezione di muco, sulla risposta immunitaria, sull’attività 
meccanica e sulla regolazione del circolo ematico locale (Selby et al., 2003; 
Cosnes 2004; Lakatos et al., 2007).  
 Lo stress psicologico è stato da sempre riportato come un elemento scatenante 
le IBD, probabilmente attraverso alterazioni della risposta immunitaria 
(Herbert et al., 1993). Sulla base delle attuali conoscenze, non si può, tuttavia, 
escludere che lo stress, in realtà, sia un fenomeno secondario all’essere affetti 
da una malattia cronica, ad eziologia ignota e anche potenzialmente 
invalidante, sopratutto in età giovanile. 
 Un importante ruolo viene anche attribuito alla flora intestinale. I batteri nel 
lume  hanno un complesso ecosistema che è in continuità con l’ambiente 
esterno. Studi eseguiti su modelli animali di colite hanno evidenziato 
l’importanza di questi batteri nello sviluppo delle IBD. Lo sviluppo di colite 
“spontanea” nel ratto e nel topo necessita della presenza della flora batterica, 
poiché la colite non si sviluppa in ceppi mutanti mantenuti in un  ambiente 
privo di patogeni, mentre si sviluppa rapidamente quando gli animali sono 
colonizzati da  batteri commensali. Si può supporre che la flora intestinale sia 
necessaria per innescare o mantenere il processo infiammatorio 
presumibilmente fornendo antigeni o cofattori che inducono la risposta 
immunitaria in un soggetto geneticamente predisposto. L’utilizzo di antibiotici 
ad ampio spettro e di  probiotici si è dimostrato clinicamente efficace in gruppi 
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di pazienti con IBD, che presentano un maggiore numero di batteri a livello 
dell’epitelio del colon (Podolsky et al., 2002).  
In sintesi, tutti i dati esposti concorrono nel rendere a tutt’oggi più accreditata 
l’ipotesi secondo cui alla base delle IBD ci sia una predisposizione genetica 
responsabile di una risposta immunologica abnorme o inappropriata contro antigeni o 
agenti non patogeni, o addirittura una risposta autoimmune, nell’ambito della quale i 
fattori ambientali rappresenterebbero l’elemento scatenante o modulatorio. 
Strategie terapeutiche nelle IBD 
La natura cronica e intermittente delle IBD impone trattamenti a lungo termine 
condotti il più delle volte con l’alternanza e/o associazione di più farmaci. L’obiettivo 
nella terapia farmacologica acuta, è la risoluzione dei sintomi e delle alterazioni 
istologiche ed endoscopiche presenti, e, in quella cronica, il mantenimento della 
remissione attraverso la prevenzione delle ricadute. Gli agenti farmacologici impiegati 
nel trattamento di queste patologie intestinali sono rappresentati dagli aminosalicilati, 
dai corticosteroidi e dagli immunomodulatori, la scelta dei quali dipenderà 
dall’obiettivo clinico (induzione o mantenimento della remissione), dall’estensione e 
severità dello stato morboso e dalle eventuali presenze di complicanze (Lim et al., 
2004). 
i. Aminosalicilati (salazopirina, mesalazina): derivati dell’aspirina, 
somministrati per via orale e/o rettale. Il primo farmaco utilizzato nella Colite 
Ulcerosa poi nella malattia di Crohn è stato la salazopirina introdotta 
dall’industria farmaceutica Schwarz nel 1938. Questo farmaco è formato da un 
vettore rappresentato dal sulfamidico (sulfapiridina) responsabile di numerosi 
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effetti collaterali, e dal principio attivo con azione antiinfiammatoria 
(mesalazina). A partire dagli anni '80 è stato introdotto in terapia l’acido amino 
salicilico (5-ASA) che rappresenta un'evoluzione rispetto alla salazopirina in 
quanto priva del vettore e costituita esclusivamente dalla parte attiva 
(mesalazina). Gli aminosalicilati risultano essere i farmaci d’elezione per il 
trattamento delle forme lievi di Colite Ulcerosa, mentre si sono rilevati poco 
efficaci per il trattamento del morbo di Crohn. 
ii. Corticosteroidi (idrocortisone, prednisone e metilprednisolone): sono farmaci 
di scelta per il trattamento delle forme moderate e severe, specie in fase acuta, 
sia del Colite Ulcerosa che del morbo di Crohn, o dei pazienti che non 
rispondono alla terapia con aminosalicilati. Vengono somministrati per via 
orale, parenterale o rettale, e circa l’80% dei pazienti risponde positivamente, 
con una sostanziale riduzione della mortalità connessa alle fase di massima 
gravità di queste malattie. Il principale limite all’impiego dei corticosteroidi 
sono i pazienti che possono sviluppare dipendenza (fino al 30-40%) e gli 
inevitabili effetti indesiderati che si verificano col prolungarsi della terapia. 
Per questo motivo i corticosteroidi vengono somministrati per brevi periodi di 
tempo fino alla risoluzione dei sintomi di maggiore attività della malattia per 
continuare poi con gli aminosalicilati. 
iii. Immunomodutatori (azatioprina, 6-mercaptopurina ciclosporina, 
metrotressato): nei pazienti steroido-dipendenti e resistenti è stato poi 
introdotto l’utilizzo di immunostimolanti che sono però caratterizzati da una 
comparsa d’azione lenta e da seri effetti collaterali. La 6 mercaptopurina, e il 
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suo pro-farmaco, azatioprina, sono capaci di ridurre la risposta immunitaria e 
vengono utilizzati nelle IBD con tre indicazioni principali: (i) terapia di 
mantenimento nei pazienti allergici ai salicilati; (ii) sospensione e riduzione 
del fabbisogno di cortisone nelle forme steroido-dipendenti sia in fase di 
remissione che nel mantenimento (soprattutto nella malattia di Crohn). Sono 
farmaci ben tollerati sebbene a volte compaia pancreatite. Altri tipi di 
immunomodulatori utilizzati sono la ciclosporina e il metrotrexato. La 
ciclosporina ha un’azione più rapida e trova impiego nel trattamento delle 
forme gravi di Colite Ulcerosa e morbo di Crohn, non rispondenti alla terapia 
convenzionale. Tuttavia il suo utilizzo deve essere accompagnato dal 
monitoraggio dei livelli sierici dei suoi metaboliti attivi, per evitare il 
raggiungimento di concentrazioni tossiche e potenziali rischi di ipertensione, 
nefrotossicità, squilibri elettrolitici ed infezioni. Il metrotrexato determina una 
cospicua inibizione del sistema immunitario ed è stato recentemente indicato 
per il trattamento del morbo di Crohn steroide-dipendente poiché, in tale 
condizione, è in grado di indurre e di mantenere la remissione, anche se il suo 
impiego è limitato dal rischio potenziale di mielodepressione, epatotossicità, 
effetti teratogeni ed abortigeni (Lim et al., 2004). 
iv. Farmaci biologici: la scarsa efficacia e la limitata sicurezza riscontrate nelle 
terapie farmacologiche impiegate nel trattamento delle IBD, hanno stimolato la 
ricerca di più efficaci agenti terapeutici. In passato il trattamento 
farmacologico era focalizzato sulla soppressione non specifica del processo 
infiammatorio, mentre le attuali conoscenze relative all’immunopatogenesi 
delle IBD hanno consentito l’introduzione di una vasta gamma di agenti 
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biologici quali vaccini, anticorpi e proteine ricombinanti, che modulano i 
mediatori stessi dell’infiammazione. Grazie alla loro elevata specificità 
d’azione molecolare i farmaci biologici sembrano, dunque, rappresentare la 
soluzione futura per il trattamento di molte patologie infiammatorie, anche se 
economicamente molto onerosi. 
Il primo farmaco biologico per le IBD entrato in commercio è l'infliximab, 
utilizzato in Europa da quattro anni. L'infliximab è un anticorpo monoclonale ad 
azione specifica nei confronti di una citochina, il TNF-α, che riveste un ruolo 
fondamentale nell’infiammazione. Questo farmaco si lega sia al TNFα circolante sia 
al TNFα legato alle membrane cellulari, neutralizzandone gli effetti pro-infiammatori. 
Studi controllati ne hanno dimostrato l’efficacia nel 60-70 % dei casi di malattia di 
Crohn refrattaria alle terapie tradizionali. 
Negli ultimi 2-3 anni, inoltre, i risultati delle ricerche di base hanno consentito la 
messa a punto di altri farmaci biologici attualmente in fase di sperimentazione clinica. 
Alcuni di essi agiscono bloccando il TNF-α (per esempio adalimumab e CDP870), 
altri interagiscono con altre molecole coinvolte nel processo infiammatorio (come il 
natalizumab, che blocca le molecole di adesione). Ci troviamo dunque di fronte a una 
vera e propria rivoluzione nell’ambito della terapia medica di queste malattie: 
dall'utilizzo di farmaci con azione anti-infiammatoria aspecifica, utilizzati anche in 
altre malattie, si è passati a farmaci selettivi, con meccanismo d'azione specifico. 
Restano però numerosi problemi che ne limitano l'uso o ne consigliano un utilizzo 
prudente: i costi dei trattamenti, la possibilità di sviluppare una reazione specifica 
 
 
44 
contro questi stessi, il rischio di complicanze infettive e la mancanza di dati definitivi 
sugli effetti collaterali e su eventuali complicanze a lungo termine. 
Modelli di infiammazione intestinale 
Nel corso degli anni, lo sviluppo di modelli sperimentali di infiammazione 
intestinale ha contribuito alla maggiore comprensione dei meccanismi 
eziopatogenetici delle malattie infiammatorie intestinali e anche al loro trattamento. 
Un modello sperimentale ottimale dovrebbe possedere alcune caratteristiche: 
l’intestino dovrebbe esibire alterazioni morfologiche, stato infiammatorio, sintomi, 
fisiopatologia e decorso identici a quelle delle IBD umane; la specie animale utilizzata 
dovrebbe avere un background genetico ben definito ed un sistema immunitario ben 
caratterizzato; i reagenti utilizzati dovrebbero essere facilmente reperibili. 
I modelli animali di infiammazione intestinale sono stati suddivisi in cinque 
differenti categorie: (i) modelli di geni knockout (KO); (ii) modelli di topi e ratti 
transgenici; (iii) modelli di colite spontanea; (iv) modelli di colite inducibile (di tipo 
chimico e di tipo immunologico); e (v) modelli di trasferimento adottivo (Jurjus et al., 
2004). La scelta del modello sperimentale da utilizzare dipenderà dall’obiettivo dello 
studio: per esempio per testare l’attività di nuovi farmaci antiinfiammatori sono adatti 
modelli riproducibili che coinvolgono solo infiammazione non specifica, mentre, per 
lo studio della suscettibilità genetica o dell’immunità acquisita si richiede 
necessariamente l’utilizzo di modelli più complessi in cui si possano studiare queste 
componenti. 
La nostra attenzione si è focalizzata su un modello sperimentale di colite indotta 
tramite l’infusione dell’acido 2,4,6 trinitrobenzenesolfonico (TNBS). Questo modello 
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è ampiamente utilizzato in ambito scientifico per lo studio delle IBD, per la sua 
semplicità, riproducibilità e adattabilità ad animali di piccola taglia. La colite viene 
indotta in seguito alla somministrazione intrarettale di TNBS, un allergene 
sensibilizzante da contatto, in una soluzione al 50% di etanolo, la cui funzione è quella 
di permettere, grazie alla sua azione lesiva sull’epitelio, la penetrazione del TNBS 
attraverso la parete intestinale (Morris et al., 1989). La suscettibilità degli animali al 
TNBS è variabile, ma generalmente si sviluppa un’ipersensibilità di tipo ritardato che 
progredisce in colite cronica (Jurjus et al., 2004). 
Tale modello viene in genere utilizzato nell’indagine clinica per lo sviluppo ed il 
saggio di molecole di potenziale utilizzo nel trattamento delle patologie umane; la 
Nimesulide, ad esempio, durante infiammazione acuta da TNBS, riduce, nel ratto, la 
formazione di edema infiammatorio, probabilmente attraverso l’inibizione della 
produzione di prostaglandina E2 a livello del pathway della COX-2 (Kankuri et al., 
2001). Inoltre, gli antagonisti non selettivi del recettore dell’endotelina (ET)a/b 
migliorano la progressione del danno tissutale, se somministrati prima dell’induzione 
della colite (McCartney et al., 2002). Ancora, l’utilizzo di immunomodulatori 
determina una riduzione del danno epiteliale indotto da TNBS (Higa et al., 1993). 
Nella maggior parte degli studi la colite viene indotta da una singola 
somministrazione di TNBS ed è necessario un periodo di 8 settimane per la completa 
risoluzione del processo infiammatorio. In seguito all’infusione dell’aptene, da un 
punto di vista istopatologico, si assiste ad un ispessimento della parete colonica, 
all’infiltrazione di un elevato numero di cellule infiammatorie e alla formazione di 
ulcere diffuse e granulomi; da studi in vitro, è emerso che i macrofagi isolati 
 
 
46 
producono grandi quantità di IL-12, mentre i linfociti secernono IFN- γ e IL-2; le 
evidenze scientifiche citate suggeriscono che la colite in questo modello sia mediata 
da una risposta simil –Th1, costituendo quindi un modello di morbo di Crohn (te 
Velde et al., 2006; Jurjus et al., 2004; Camoglio et al., 2000; Neurath et al.,1995). 
Studi di riattivazione del processo infiammatorio, ottenuta con una seconda 
somministrazione di TNBS diverse settimane dopo la prima induzione della colite 
(Gálvez et al., 2003; Wallace et al., 1998; Appleyard et al., 1995), hanno evidenziato 
un modello cronico di infiammazione con strette somiglianze di tipo istopatologico e 
clinico con il morbo di Crohn. Esso riproduce il medesimo decorso della malattia, 
caratterizzata da fasi acute di infiammazione intervallate da periodi più o meno lunghi 
di remissione della sintomatologia e permette, quindi, di saggiare l’attività di un 
ampio numero di farmaci antinfiammatori, e di valutarne l’efficacia nella prevenzione 
della riattivazione del processo infiammatorio. 
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PREMESSE E SCOPO DEL LAVORO 
Nocicettina/orfanina FQ (N/OFQ) e recettori NOP costituiscono un nuovo 
sistema endogeno di neurotrasmissione (sistema N/OFQergico), largamente espresso 
in aree del sistema nervoso centrale e anche in tessuti periferici di molte specie 
animali, che si è dimostrato capace di regolare numerose funzioni gastrointestinali. In 
particolare, studi in vivo riportano che la N/OFQ, attraverso l’attivazione dei recettori 
NOP centrali e periferici, inibisce il transito colonico, non solo in condizioni 
fisiologiche ma anche in condizioni di alterata funzionalità gastrointestinale, quali la 
diarrea indotta da somministrazione di olio di ricino e la defecazione da stress o da 
somministrazione di CRF (Osinski et al., 1999; Osinski et al., 2000; Broccardo et la., 
2004; Broccardo et al., 2008). 
Il sistema immunitario rappresenta un altro sito di localizzazione del sistema 
N/OFQergico; mRNA del recettore NOP e del precursore proteico della N/OFQ 
(ppN/OFQ) sono espressi in monociti, linfociti e cellule polimorfonucleate (Halford et 
al., 1995; Peluso et al., 1998; Arjomand et al., 2002; Williams et al., 2007). Ad oggi, i 
dati sul ruolo del sistema N/OFQergico nella riposta infiammatoria sono controversi: 
N/OFQ può indurre sia effetti pro- che anti-infiammatori, può agire come 
immunostimolante e come immunosoppressivo (Zhao et al., 2002; Kaminsky et al., 
2008; Carvalho et al., 2008). 
Quali siano le possibili interazioni tra malattie infiammatorie intestinali e N/OFQ 
sono a tutt’oggi ancora scarse. Recentemente è stato mostrato che N/OFQ favorisce lo 
sviluppo di colite da destranosolfato di sodio (DSS) nel topo, e che, nel ratto con 
colite infiammatoria da TNBS, N/OFQ riduce l’iperalgesia viscerale. 
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Visto che l’alterata motilità intestinale, il dolore viscerale e lo stato 
infiammatorio sono caratteristiche comuni a patologie infiammatorie del colon e 
dell’intestino tenue (Colite Ulcerosa e morbo di Crohn), e che, sperimentalmente nel 
ratto, queste vengono ben riprodotte nel modello di colite indotta da instillazione di 
TNBS, scopo del presente lavoro è stato determinare nel ratto: 
i. il ruolo esogeno del sistema N/OFQergico nella colite indotta da TNBS, 
attraverso lo studio degli effetti di somministrazioni periferiche e ripetute di 
N/OFQ su alcuni parametri considerati indice di infiammazione (attività della 
mieloperossidasi colonica, danno istologico colonico macro- e microscopico, 
livelli di citochine pro- e anti-infiammatorie nella mucosa del colon). 
ii. il ruolo endogeno del sistema N/OFQergico nello stesso modello sperimentale 
di colite attraverso lo studio degli effetti di somministrazioni periferiche e 
ripetute dell’antagonista recettoriale selettivo per i recettori NOP, UFP-101, 
sugli stessi parametri infiammatori e la misurazione dei livelli plasmatici di 
N/OFQ sia in ratti sani di controllo che in ratti con colite.  
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MATERIALI E METODI 
Animali e induzione della colite 
Per la presente ricerca abbiamo utilizzato ratti maschi del ceppo Wistar del peso 
di 200-250g (Janvier SA, Le Genesi St Isle, France). Dal giorno dell’arrivo nello 
stabulario, fino ad una settimana successiva, gli animali sono stati posti 
individualmente in gabbie di plastica contenenti una lettiera di segatura. Il cibo e 
l’acqua da bere sono stati forniti ad libitum e le condizioni di luce (ciclo giorno/notte 
di 12h), di temperatura (22 ± 1°C) e di umidità (50 ± 5%) dello stabulario sono state 
mantenute costanti. La colite post-infiammatoria è stata indotta nei ratti dopo una 
notte di digiuno; gli animali sono stati anestetizzati con una miscela di ketamina (120 
mg/Kg) (Imalgene 1000, Rhone-Merieux, Lyon, France) e acepromazina (0,6 mg/Kg) 
(Calmivet, Vetoquinol, Lure, France) e successivamente infusi per mezzo di una 
somministrazione intra-colonica (IC) di TNBS (2,4,6 acido trinitrobenzensolforico) 
(Sigma Aldrich, France) alla dose di 60 mg/Kg in 0,3 ml di una soluzione di etanolo al 
50%. Il TNBS è stato somministrato per 30 minuti per mezzo di una cannula di 
silicone introdotta 6 cm nell’ano, come descritto in precedenza (Morteau et al., 1994). 
Gli animali di controllo sono stati invece infusi con 0.3 ml di una soluzione di salina. 
Protocollo sperimentale 
Ventiquattro ore dopo l’induzione di colite gli animali sono stati divisi in 
sottogruppi sperimentali, composti ciascuno da 8 ratti, che hanno ricevuto, per 3 
giorni consecutivi, e per due volte al giorno (mattina e sera), un‘iniezione 
intraperitoneale (IP) di (i) salina (NaCl 0.9%), (ii) N/OFQ (0.02 - 0.2 - 2 - 20 
nmol/Kg), (iii) UFP-101 (1 - 3 - 10 nmol/Kg), antagonista selettivo dei recettori NOP 
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o (iv) N/OFQ (0.2 nmol/Kg) + UFP-101 (10 nmol/Kg); UFP101 è stato somministrato 
15 minuti prima dell’iniezione di N/OFQ. 
Al 4° giorno, gli animali sono stati sacrificati e campioni di colon e di mucosa 
colonica sono stati prelevati per valutare il danno colonico (analisi istologica macro- e 
microscopica), l’attività dell’enzima mieloperossidasi (MPO) e i livelli tissutali della 
citochina pro-infiammatoria (IL-1β) e anti-infiammatoria (IL-10). Sono stati, inoltre, 
prelevati campioni di sangue per misurare i livelli plasmatici di N/OFQ in ratti sani di 
controllo, in ratti con colite e in ratti trattati con UFP-101 (1 - 3 - 10 nmol/Kg) dopo 
induzione di colite. Durante l’esperimento il consumo di cibo ed il peso di tutti gli 
animali di ciascun gruppo sperimentale sono stati registrati sia il giorno dell’infusione 
del TNBS o della salina (D0) che il giorno del sacrificio (D4). N/OFQ e UFP-101 
sono stati sintetizzati e purificati presso il Laboratorio Chimico del Dipartimento di 
Scienza Farmaceutiche e Biotecnologiche dell’Università di Ferrara (Prof. Remo 
Guerrini). 
Sono stati compiuti tutti i possibili sforzi per ridurre al minimo sia il numero di 
animali utilizzati che le loro sofferenze. Il protocollo sperimentale è stato autorizzato 
dal Ministero della Sanità (D.n° 70/2000) e dal Comitato locale per la Salvaguardia e 
l’Utilizzo degli Animali all’interno dell’Istituto Nazionale della Ricerca Agronomica 
in Francia. 
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Valutazione del danno macroscopico 
Immediatamente dopo il sacrificio, il colon è stato rimosso dalla cavità 
addominale, aperto longitudinalmente e lavato con salina in modo tale da rimuovere il 
contenuto luminale. Il danno colonico è stato valutato in doppio cieco ed espresso, in 
accordo con la scala di valutazione di Wallace (Wallace et al., 1992), con uno score 
che prende in considerazione: (i) la severità e l’estensione delle lesioni macroscopiche 
(iperemie, ulcere), (ii) la presenza e l'intensità di aderenze tra il colon e altri organi 
intraddominali, (iii) la comparsa di diarrea. 
Valutazione del danno microscopico 
Campioni di colon distale sono stati fissati in buffer Duboscq-Brazil, deidratati e 
fissati in paraffina. Sezioni di colon di 5 µm sono state poi colorate con ematossilina-
eosina ed esaminate al microscopio ottico. L’estensione del danno è stata espressa in 
accordo con i criteri descritti da Fabia e collaboratori (Fabia et al., 1992); come 
mostrato in tabella [Tabella 2] ad ogni parametro è stato attribuito un punteggio da 0 
Figura 7: Protocollo  sperimentale 
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a 3 a seconda della gravità del danno: (0) nessuno, (1) lieve, (2) moderato, (3) severo. 
Lo score finale è il risultato della somma degli score individuali. 
Severity of changes Variables 
0 1 2 3 
Ulceration No Ulcer Erosions or single 
ulceration not 
exceeding lamina 
muscularis mucosae 
Multifocal ulceration 
not exceeding the 
submucosa 
Ulceration exceeding 
the submucosa 
Mucosal Atrophy Normal thickness Mild atrophy 
(<10%) 
Moderate atrophy 
(10-50%) 
Severe atrophy 
(>50%) 
Edema(submucosal) Normal thickness Mild edema 
(submucosal 
expansion, 10-100%) 
Moderate edema 
(submucosal 
expansion, 10-100%) 
Severe edema 
(submucosal 
expansion, >100%) 
Inflammatory cell 
infiltration 
No inflammatory 
cell infiltration 
Mild inflammatory 
cell infiltration; few 
scattered cells 
Moderate: 
distributed but not 
dense inflammatory 
cell infiltration 
Dense inflammatory 
cell infiltration 
Vascular dilatation Normal blood 
vessels 
Mild dilatation of 
single blood vessels 
Moderate dilatation 
of several blood 
vessels 
Severe dilatation of 
several blood vessels 
Tabella 2: Variabili considerate per la valutazione del danno istologico microscopico 
colonico. Adattato da Fabia et al., 1992; Digestion 53: 35-44 
Saggio dell’attività mieloperossidasica (MPO) 
L’attività dell’enzima MPO, presente nei granuli primari di cellule 
polimorfonucleate, è stata determinata in campioni di colon distale, secondo la tecnica 
descritta da Bradley (Bradley et al., 1982). Porzioni di colon di circa 1 cm sono state 
sospese in un tampone di fosfato di potassio (KH2PO4 44mM, K2HPO4 6 mM, pH 
6.0), omogeneizzate in ghiaccio per mezzo di un omogenizzatore Polytron (PCU-2, 
Kinematica GmbH, Lucerna, Svizzera) e sottoposte a tre cicli di congelamento e 
scongelamento. Gli omogenati sono stati centrifugati a 9000g per 15 min a 4 °C. I 
precipitati sono stati nuovamente sospesi in un tampone di bromuro di 
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esadeciltrimetilammonio (hexadecyl trimetilammonio bromide; HTAB) (0.5% 
(peso/volume) in tampone di fosfato di potassio) per estrarre l'enzima MPO dai 
granuli primari dei neutrofili. Tali sospensioni sono state successivamente sonicate 
(Büchi, Flawil, Svizzera) in ghiaccio e centrifugate a 9000g per 15 min a 4 °C. Il 
supernatante è stato diluito in un tampone fosfato di potassio contenente 0.167 mg di 
diidroclorido o-dianisidina/ml (O-dianisdine diidrocloride; ODHC) e 0.00005% 
(vol/vol) H2O2.  
MPO trasforma H2O2 in H2O e radicale ossigeno (O-), composto altamente 
reattivo, capace di combinarsi con ODHC, donatore di idrogeno (AH2), e di 
convertirlo in un composto colorato (A). L'intensità della colorazione misurata è 
proporzionale al contenuto tissutale di MPO. 
Come standard di riferimento, è stato usato MPO derivante da neutrofili umani 
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, Francia; 0.1 U/ml). Sono stati registrati con uno 
spettrofotometro le variazioni di assorbanza a 450 nm (mc2UV, Safas, Monaco) ogni 
10s per 2 min. L’unità di attività MPO è stata definita come la quantità di enzima che 
degrada 1 µmol H2O2 min-1 ml-1 a 25 °C ed è stata espressa come rapporto di unità 
di MPO rispetto alle proteine totali (unità/g). Le concentrazioni proteiche totali di ogni 
campione (mg/ml) sono state determinate per mezzo di una variante del metodo 
Lowry (Saggio della Compatibilità del Detergente, BioRad, Ivry/Seine, Francia). 
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Valutazione dei livelli di citochine nella mucosa colonica 
Le proteine tissutali sono state estratte con tampone RIPA (1% Igepal, 0.5% acido 
deossicolico e 0.1% di SDS in TRIS buffer 1x; PH 7.4) contenete un cocktail di inibitori di 
proteasi (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). I lisati sono stati centrifugati a 10000g per 
10 min, e la concentrazione proteica totale è stata determinata con BCA test (Interchim). I 
campioni sono stati saggiati con il test ELISA utilizzando kit per la determinazione di IL1-β e 
IL-10 (ELISA kits R&D Systems), secondo le indicazioni del fornitore. I dati sono stati 
espressi come concentrazione/mg di proteine. 
Livelli plasmatici di N/OFQ 
Campioni di sangue derivati dal gruppo di animali di controllo, TNBS+salina e 
TNBS + UFP-101 (1 - 3 - 10 nmol/Kg) sono stati raccolti in provette contenenti 
EDTA dipotassico (8mg) e Aproteinina (4 TIU/200 soluzione fisiologica), e 
immediatamente centrifugati a 1200g a 4° C per 10 minuti. L’estrazione del peptide 
dal plasma è avvenuta attraverso una cromatografia liquida su colonna; il campione di 
plasma è stato acidificato con 1 ml di acidotrifluoroacetico (TFA) (1%/ml) ed 
applicato ad una cartuccia Sep-Pak C18 (Waters, Milford, MA) precedentemente 
attivata con metanolo, acqua distillata e di TFA (1%). Il materiale assorbito dalla 
cartuccia è stato quindi lavato con TFA (0.1%), eluito con 2 ml di una soluzione 
contenete acetonitrile (70%), TFA (0.1%) e acqua distillata (29.9%) ed infine 
evaporato. Il recupero medio di N/OFQ marcata aggiunta al campione è stato del 75.5 
± 1,3%. 
I livelli di N/OFQ sono stati determinati impiegando un Kit RIA commerciale 
fornito dalla Bakem (Weil amRhein, Germany), seguendo le indicazioni del fornitore. 
Il metodo utilizza N/OFQ marcata con iodio, (I125), un peptide freddo non radioattivo 
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(ovvero N/OFQ contenuta nel plasma), ed un anticorpo specifico per N/OFQ con il 
quale il peptide forma un complesso antigene-anticorpo. La tecnica si basa sulla 
competizione tra il peptide freddo e una quantità fissa del peptide marcato per il 
legame con un numero limitato di siti anticorpali presenti in una quantità costante di 
antisiero. La quantità di antigene marcato legata all’anticorpo diminuirà man mano 
che l’antigene freddo aumenta nel campione. 
In dettaglio i campioni essiccati, dopo essere stati ricostituiti con il tampone 
fornito dal Kit, sono stati incubati con l’anticorpo primario per 24h a 4°C. E’ stata 
quindi aggiunta una quantità nota di peptide marcato e dopo un nuovo periodo di 
incubazione di 24h a 4°C, durante il quale avviene la competizione tra il peptide 
freddo e il peptide marcato per il legame all’anticorpo, è stata aggiunta una 
sospensione di anticorpo secondario, allo scopo di far precipitare il complesso 
antigene-anticorpo. Le provette sono state poi centrifugate e una volta eliminato il 
sovranatante è stata contata la radioattività presente nel precipitato mediante un 
contatore di emissioni gamma. Le concentrazioni di N/OFQ plasmatiche sono state 
estrapolate da una curva standard utilizzando il sistema GraphPad Prism versione 4.0 
(GraphPad, San Diego, CA). 
Analisi statistica 
Tutti i risultati, espressi come media ± S.E.M. dei valori ottenuti in 8 ratti per 
ciascun gruppo, sono stati analizzati usando il sistema GraphPad Prism versione 4.0 
(GraphPad, San Diego, CA). La significatività delle differenze tra i gruppi 
sperimentali è stata determinata con l’analisi della varianza ad una via (one way 
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ANOVA), seguita dal test di comparazione multipla di Dunnett’s. Sono state 
considerate statisticamente significative le differenze con P<0.05. 
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RISULTATI 
Peso e consumo di cibo 
Il peso degli animali e del cibo sono stati misurati sia il giorno dell’infusione del 
TNBS o della salina (D0) che il giorno del sacrificio (D4). 
Come rappresentato in Tabella 3, quattro giorni dopo induzione di colite, sia il 
peso degli animali che il consumo di cibo si riducono significativamente negli animali 
trattati con TNBS + salina, rispetto ai controlli. Il trattamento farmacologico con 
N/OFQ o UFP-101 non modifica tale riduzione. 
Danno macroscopico 
Come atteso, l’induzione della colite determina la comparsa di un severo danno 
colonico, caratterizzato da iperemia, presenza di ulcere e aderenze tra il colon e altri 
organi intra-addominali. Nessuno dei trattamenti farmacologi, modifica il danno 
colonico macroscopico rispetto al gruppo TNBS + salina [Tabella 4]. 
Danno microscopico 
L’induzione della colite provoca la comparsa di un danno colonico visibile anche 
a livello microscopico, caratterizzato dalla perdita dell’architettura della mucosa e 
dalla presenza di un massiccio infiltrato di cellule immunitarie che si estende 
attraverso la mucosa e la sottomucosa. 
Iniezioni ripetute di basse dosi di N/OFQ (0.02 e 0.2 nmol/Kg), riducono il 
danno colonico indotto da TNBS, riportando gli score microscopici a livelli simili a 
quelli di animali di controllo. N/OFQ alla dose di 2 nmol/Kg non ha alcun effetto, 
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mentre la somministrazione ripetuta di un’alta dose di N/OFQ (20 nmol/Kg) aggrava 
il danno colonico infiammatorio indotto da TNBS [Figura 8 A]. 
La somministrazione ripetuta di UFP-101 alla dose di 1 nmol/Kg non modifica 
l’aumento degli score microscopici degli animali con colite. Sorprendentemente, UFP-
101 alla dose di 3 e 10 nmol/Kg causa l’aggravamento del danno colonico 
microscopico indotto da TNBS [Figura 8A]. 
Esempi rappresentativi del danno istologico microscopico nel colon dei vari 
gruppi sperimentali sono riportati in Figura 8B. 
In studi di antagonismo, l’effetto protettivo di N/OFQ (0.2 nmol/Kg) sul danno 
colonico da TNBS è completamente antagonizzato dal pretrattamento con UFP-101 
(1nmol/Kg) [Tabella 5]. 
Attività mieloperossidasi (MPO) 
Quattro giorni dopo l’infusione di TNBS, l’attività MPO colonica è 
significativamente aumentata rispetto al gruppo di controllo. 
La somministrazione ripetuta di basse dosi di N/OFQ (0.02 e 0.2 nmol/Kg), 
riduce l’attività di MPO. N/OFQ alla dose di 2 nmol/Kg non ha alcun effetto, mentre 
la somministrazione ripetuta di un’alta dose di N/OFQ (20 nmol/Kg) aumenta 
l’attività enzimatica, rispetto agli animali con colite [Figura 9A]. 
La somministrazione ripetuta di UFP-101 alla dose di 1 nmol/Kg non ha alcun 
effetto sull’MPO, mentre UFP-101 alla dose di 3 e 10 nmol/Kg causa un aumento 
dell’attività di MPO colonica rispetto agli animali con colite [Figura 9B]. 
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In studi di antagonismo il pretrattamento con UFP-101 (1nmol/Kg), antagonizza 
completamente l’effetto inibitorio di N/OFQ (0.2 nmol/Kg) sull’attività di MPO in 
ratti infusi con TNBS [Tabella 6]. 
Livelli di IL-1 e IL-10 nella mucosa colonica 
Come atteso, i livelli di IL-1β nella mucosa colonica degli animali trattati con 
TNBS + salina aumentano rispetto ai ratti di controllo, mentre quelli di IL-10 
diminuiscono [Figura 10A e 10B]. 
Iniezioni ripetute di basse dosi di N/OFQ (0.02 e 0.2 nmol/Kg), riducono 
l’incremento dei livelli della citochina pro-infiammatoria IL-1β in ratti con colite. La 
somministrazione del peptide, alla dose di 20 nmol/Kg, e di UFP-101 alla dose di 10 
nmol/Kg, non hanno alcun effetto [Figura 10A]. 
Nessuno dei trattamenti farmacologici, modifica il contenuto della citochina anti-
infiammatoria IL-10, rispetto al gruppo TNBS + salina [Figura 10B]. 
Livelli plasmatici di N/OFQ 
Quattro giorni dopo l’infusione di TNBS, i livelli plasmatici di N/OFQ non si 
modificano rispetto ai ratti di controllo. Iniezioni ripetute di UFP-101 alla dose di 1 
nmol/Kg non hanno alcun effetto, mentre le somministrazioni di UFP-101 alla dose di 
3 e 10 nmol/Kg riducono i livelli plasmatici di N/OFQ rispetto al gruppo TNBS + 
salina [Figura 11]. 
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TRATTAMENTO  (D 4-0) PESO (gr)
CONSUMO DEL CIBO
(gr)
Controllo
Salina
N/OFQ (0.02 nmol/Kg)
TNBS +
N/OFQ (0.2 nmol/Kg)
N/OFQ (2 nmol/Kg)
N/OFQ (20 nmol/Kg)
UFP-101 (1 nmol/Kg)
UFP-101 (3 nmol/Kg)
UFP-101 (10 nmol/Kg)
- 6 ± 1.4 a
- 3.0 ± 1.4 a
- 7.2 ± 3.1 a
- 3.8 ± 0.7 a
- 5 ± 3.1 a
- 7.2 ± 1.2a
- 5.8 ± 2.1 a
- 5.2 ± 1.1 a
49.3 ± 1.5 119.8 ± 2.3
51.2 ± 8.8 a
60.80 ± 17.1 a
64.1 ± 16.7 a
43.2 ± 5.3 a
51.5± 14.2
44.2 ± 7.8 a
67.5 ± 16.2 a
58.6 ± 9.7 a
 
Tabella 3: Variazioni del peso e consumo di cibo degli animali, quattro 
giorni dopo l’infusione del TNBS o della salina, in differenti gruppi 
sperimentali. ap<0.0 vs ratti controllo. 
TRATTAMENTO SCORE DANNO MACROSCOPICO
Controllo
Salina
N/OFQ (0.02 nmol/Kg)
TNBS +
N/OFQ (0.2 nmol/Kg)
N/OFQ (2 nmol/Kg)
N/OFQ (20 nmol/Kg)
UFP-101 (1 nmol/Kg)
UFP-101 (3 nmol/Kg)
UFP-101 (10 nmol/Kg)
7.5 ± 0.7a
7.8 ± 1.0a
8.1 ± 0.6a
6.9 ± 1.1a
7.8 ± 1.1a
7.8 ± 0.9a
7.9 ± 0.7a
7.9 ± 1.1a
0.0 ± 0.0
Tabella 4: Score del danno macroscopico nel colon, in differenti 
gruppi sperimentali.I dati sono espressi come media ± SEM. 
ap<0.01 vs ratti controllo. 
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Tabella 6: Effetto del pretrattamento con UFP-101 (1 nmol/Kg) sulla riduzione 
dell’attività MPO colonica indotta da N/OFQ (0.2 nmol/Kg) in ratti infusi con 
TNBS. I dati sono espressi come media ± SEM. a p<0.01 vs ratti Controllo e 
bp<0.01 vs ratti TNBS + salina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
TRATTAMENTO
SCORE DANNO MICROSCOPICO
Controllo
Salina
N/OFQ (0.2 nmol/Kg)
TNBS +
UFP-101 (1 nmol/Kg)
UFP-101 + N/OFQ 
5.0 ± 0.78 a
2.0 ± 0.5 b
4.75 ± 1.44
5.1 ± 1.0
1.8 ± 0.36
SCORE DANNO MICROSCOPICO
 
Tabella 5: Effetto del pretrattamento con UFP-101 (1 nmol/Kg) sulla riduzione del 
danno colonico microscopico indotto da N/OFQ (0.2 nmol/Kg) in ratti infusi con 
TNBS. I dati sono espressi come media ± SEM. a p<0.01 vs ratti Controllo e b p<0.01 
vs ratti TNBS + salina. 
TRATTAMENTO
Controllo
Salina
N/OFQ (0.2 nmol/Kg)
TNBS +
UFP-101 (1 nmol/Kg)
UFP-101 + N/OFQ 
589.9 ± 44.32 a
261.10 ± 50.18 b
588.5 ± 110.0
634.61 ± 107.6
155.1 ± 14.79
ATTIVITA’ MPO (U/g proteine)
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Figura 8: (A) Effetto di somministrazioni ripetute di N/OFQ (0.02 - 0.2 – 2 - 20 
nmol/Kg) e di UFP-101 (1 – 3 – 10 nmol/Kg) sul danno colonico microscopico in 
ratti infusi con TNBS. (B) Esempi rappresentativi del danno istologico microscopico 
nel colon di ratti appartenenti a diversi gruppi sperimentali. I dati sono espressi 
come media ± SEM. * p<0.05 e ** p<0.01 vs ratti TNBS + salina. 
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Figura 9: Effetto di somministrazioni ripetute di (A) N/OFQ (0.02 - 0.2 – 
2 - 20 nmol/Kg)  (B) e di UFP-101 (1 – 3 – 10 nmol/Kg) sull’attività 
MPO colonica, in ratti infusi con TNBS. I dati sono espressi come media 
± SEM. * p<0.05 e ** p<0.01 vs ratti TNBS + salina. 
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Figura 10: Effetti di somministrazioni ripetute di N/OFQ (0.02 - 0.2 – 20 nmol/Kg) e 
UFP-101 (10 nmol/Kg) (A) sui livelli della citochina pro-infiammatoria IL-1 (B) e 
anti-infiammatoria IL-10  nella mucosa colonica in ratti infusi con TNBS. I dati sono 
espressi come media ± SEM. ** p<0.01 vs ratti TNBS + salina. 
A 
B 
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Figura 11: Livelli plasmatici di N/OFQ nel gruppo di animali di controllo, 
TNBS + salina, TNBS + UFP-101 (1 – 3 – 10 nmol/Kg). I dati sono 
espressi come media ± SEM. * p<0.05 e ** p<0.01 vs ratti TNBS + salina. 
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DISCUSSIONE 
I risultati di questo studio hanno, in primo luogo, messo in evidenza che la 
ripetuta somministrazione periferica di basse dosi di N/OFQ ha un effetto protettivo 
sulla colite indotta da instillazione di TNBS nel ratto. Il pretrattamento con 
l’antagonista selettivo per i recettori NOP, UFP-101, ad una dose priva di attività 
intrinseca, antagonizza completamente l’effetto protettivo osservato in questo modello 
sperimentale di colite, indicando che l’azione anti-infiammatoria di N/OFQ, è mediata 
dall’attivazione di recettori NOP periferici. Inoltre, dal momento che UFP-101, 
somministrato ad alte dosi, induce un effetto pro-infiammatorio e una riduzione dei 
livelli plasmatici di N/OFQ, è possibile ipotizzare che il sistema endogeno 
N/OFQergico periferico giochi un ruolo protettivo nell’infiammazione durante colite 
da TNBS nelle nostre condizioni sperimentali. 
L’azione protettiva di N/OFQ a livello colonico è messa in evidenza dalla 
capacità del peptide di ridurre in animali con colite, l’attività della mieloperossidasi, 
enzima costitutivo dei neutrofili polimorfonucleati, la cui attività rappresenta un 
importante indice di infiammazione. L’effetto anti-infiammatorio è anche avvalorato 
dai risultati istologici: infatti, l’analisi degli score microscopici mostra che la 
somministrazione di basse dosi di N/OFQ riduce significativamente sia le modifiche 
dell’architettura che l’infiltrazione di cellule immunitarie a livello di mucosa e 
sottomucosa causate dalla colite. 
L’effetto protettivo di basse dosi di N/OFQ sul danno indotto da TNBS non è 
stato, invece, osservato a livello macroscopico (iperemia, formazione di ulcere), e 
neppure nel recupero del peso corporeo e del consumo di cibo, parametri entrambi 
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ridotti negli animali con colite. Non è facile spiegare questa mancanza di 
corrispondenza tra risultati ottenuti a livello micro e macroscopico. Tale discrepanza 
potrebbe dipendere dal tipo di protocollo sperimentale impiegato: dose di TNBS, 
gravità di colite, durata del trattamento farmacologico. La dose di TNBS impiegata 
nello studio (60 mg/kg) causa una colite severa, che verosimilmente richiede tempi 
lunghi per il recupero. Inoltre, tutti i risultati riportati sono stati rilevati dopo 4 giorni 
dall’induzione di colite (momento che corrisponde al picco massimo dello stato di 
infiammazione), e dall’inizio del trattamento con N/OFQ. Non si può, pertanto, 
escludere che una colita meno grave indotta con dosi di TNBS minori e/o il 
prolungamento del periodo di trattamento farmacologico con N/OFQ possano favorire 
la scomparsa anche delle modifiche a livello macroscopico più resistenti al processo di 
guarigione. 
L’azione protettiva di N/OFQ osservata nella colite da TNBS si accompagna 
inoltre alla riduzione dei livelli di IL-1β, citochina pro-infiammatoria che svolge un 
ruolo chiave nel processo immunitario e i cui livelli solitamente aumentano proprio 
nelle IBD, specialmente nei pazienti affetti da morbo di Crohn. Il trattamento con 
N/OFQ non modifica invece i livelli della citochina anti-infiammatoria IL-10. 
La capacità di N/OFQ di modificare i livelli di IL-1β è ampiamente riportata in 
letteratura, tuttavia i nostri dati non chiariscono se tale modulazione sia la 
conseguenza di un’azione diretta o indiretta di N/OFQ sul sistema immunitario. 
L’ipotesi di un’azione diretta del peptide è supportata dal fatto che i recettori 
NOP sono abbondantemente espressi sulla superficie di cellule immunitarie e mediano 
azioni immunosoppressive (Serhan et al., 2001). E’ stato dimostrato che N/OFQ 
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riduce l’infiammazione attraverso la soppressione di citochine pro-infiammatorie in 
splenociti di ratto e in cellule T umane, e riduce l’espressione di mRNA per IL-1β e di 
altre citochine in astrociti attivati da stimoli infiammatori (Waits et al., 2004; Miller et 
al., 2007; Fu et al., 2007). In linea con l’azione antiinfiammatoria diretta di basse dosi 
del peptide, studi di binding riportano che N/OFQ possiede un’elevata affinità di 
legame con i recettori NOP localizzati su cellule immunitarie (Anton et al., 2010). 
Non possiamo comunque escludere che gli effetti da noi osservati possano anche 
essere la conseguenza di un’interazione di N/OFQ con altri sistemi endogeni di 
regolazione, e quindi dipendere da un’azione indiretta del peptide. E’ ampiamente 
accettato che gli stimoli infiammatori sono degli “stressogeni” capaci di indurre 
segnali CRF-dipendenti in diversi tessuti, promuovendo risposta immunitaria. In 
particolare, a livello intestinale l’attivazione di vie CRF1-dipendenti induce effetti pro-
infiammatori in modelli di colite nel ratto, ed in particolare proprio in quello da 
instillazione di TNBS (Kiank et al., 2010; Asadi et al., 2012). Dal momento che 
N/OFQ si è rivelata essere, in altre condizioni sperimentali, antagonista funzionale dei 
recettori CRF1, è possibile che l’azione anti-infiammatoria del peptide da noi 
osservata, sia dovuta all’inibizione di vie che coinvolgono l’attivazione di recettori 
CRF1 (Broccardo et al., 2008; Rodi et al., 2008). 
I risultati del nostro lavoro hanno, inoltre, evidenziato che la ripetuta 
somministrazione periferica di alte dosi di N/OFQ durante colite da TNBS aggrava i 
parametri infiammatori studiati (attività MPO e danno colonico microscopico), senza 
tuttavia modificare il contenuto colonico delle citochine da noi analizzate (IL-1β e IL-
10). 
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Quale possa essere il preciso meccanismo degli opposti effetti, anti- e pro-
infiammatori, indotti dalla somministrazione, rispettivamente di basse e di alte dosi di 
N/OFQ, al momento non è chiaro, e richiederà senza dubbio ulteriori 
approfondimenti. Possiamo, tuttavia, affermare che l’effetto aggravante sulla colite 
non può essere sicuramente associato alla ben nota attività antipropulsiva del peptide 
e, quindi, al ristagno del contenuto intestinale di TNBS, poiché essa è presente anche 
alle dosi di N/OFQ inferiori e comparabili con quelle che, nel nostro studio, hanno 
mostrato possedere proprietà anti-infiammatorie (Broccardo et al., 2008). 
Recenti studi sul ratto mostrano che alte dosi di N/OFQ, corrispondenti a quelle 
utilizzate nel nostro lavoro, inducono, in ratti sani, un effetto pro-infiammatorio 
associabile ad un aumento della vasodilatazione del microcircolo mesenterico, ad una 
riduzione della velocità del flusso ematico, ad un aumento del rolling, dell’adesione 
leucocitaria, e dell’espressione di β2 integrina (CD18/CD11b) sulla superficie di 
neutrofili circolanti (Brookes et al., 2007). È dunque possibile che gli effetti 
aggravanti, da noi osservati, sul danno infiammatorio indotto da TNBS, siano il 
risultato di un’interazione con vie che controllano il tono della muscolatura liscia 
vasale, la permeabilità vascolare e la chemiotassi. In questo senso, perciò, è probabile 
che differenti meccanismi siano alla base della duplice azione, protettiva ed 
aggravante, di N/OFQ nella colite sperimentale da TNBS. 
Un altro dato interessante riportato in questo studio, è che la ripetuta 
somministrazione di alte dosi dell’antagonista NOP, UFP-101, durante colite, ha un 
effetto aggravante su alcuni parametri infiammatori studiati, che mette in luce il ruolo 
protettivo del sistema N/OFQergico endogeno periferico in questa condizione 
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patologica. È interessante notare che nel ratto, nelle stesse condizioni sperimentali, il 
trattamento con UFP-101 causa un aumento dell’ipersensibilità viscerale in ratti con 
colite sottoposti a distensione colonica (Agostini et al., 2009), che rivela il ruolo 
protettivo che il sistema N/OFQergico endogeno periferico ha durante la colite anche 
nella percezione del dolore. 
Il coinvolgimento del sistema endogenoN/OFQergico nella colite sperimentale è 
riportato anche in alcuni studi nel topo (Kato et al., 2005; Alt et al., 2012). In 
particolare, in topi knockout per il recettore NOP ed in topi trattati con un antagonista 
dei recettori NOP (SB612111) durante colite indotta da DSS, è stato messo in 
evidenza il ruolo aggravante del sistema N/OFQergico (Kato et al., 2005; Alt et al., 
2012).  
Tale ruolo aggravante del sistema NOP riportato nel topo può corrispondere 
all’effetto pro infiammatorio del peptide da noi evidenziato nel ratto in seguito al 
trattamento con dosi alte di N/OFQ, ma mal si collega all’effetto protettivo di dosi 
basse di N/OFQ e a quello aggravante dell’antagonista UFP 101 da noi osservati nel 
ratto, che insieme indicherebbero un ruolo protettivo del sistema. Per quanto riguarda 
tale discrepanza, non è la prima volta che il sistema N/OFQergico media effetti 
opposti nel topo e nel ratto (ansiogeno/ansiolitico; aumento/riduzione attività 
locomotoria; inibizione/stimolazione di HPA) (Devine et al., 1996; Jenck et al., 1997; 
Devine et al., 2001; Le Cudennec et al., 2002; Fernandez et al., 2004; Gavioli et al., 
2007). E’ difficile spiegare perché N/OFQ eserciti ruoli opposti in specie animali 
differenti. Ancora più difficile dare spiegazioni dal momento che esistono, oltre alle 
differenze di specie, complesse differenze nei modelli sperimentali: impiego di “ratti 
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wild type per il recettore NOP” da un lato, e “topi knockout per il recettore NOP” 
dall’altro, che risultano senza dubbio di difficile comparazione. 
Resta a questo punto anche da spiegare perché, l’antagonista NOP nel topo 
riduca l’infiammazione e nel ratto la aumenti. I due antagonisti impiegati nel topo e 
nel ratto, comunque, sono differenti. Infatti, è noto che UFP-101, l’antagonista 
utilizzato nel nostro studio, nel ratto, non è in grado di attraversare la barriera emato-
encefalica (BEE) e blocca quindi soltanto i recettori NOP periferici (Calò et al.,2005); 
al contrario SB612111, antagonista non peptidico dei recettori NOP, utilizzato nello 
studio di Alt e collaboratori nel topo, è in grado di superare la BEE, e di bloccare 
quindi anche i recettori NOP centrali (Alt et al., 2012). Non si può escludere, pertanto, 
l’ipotesi che gli effetti opposti osservati, protettivi nel ratto ed aggravanti nel topo, 
risultino, in realtà, opposti perché mediati da siti distinti, periferici (protettivi) e 
centrali (aggravanti). A questo riguardo, numerosi dati di letteratura riportano che 
N/OFQ attivando siti centrali e periferici è capace di indurre effetti opposti (Zeilhofer 
et al., 2003). 
D’altra parte non possiamo sottovalutare il fatto che il modello di colite da noi 
usato nel ratto, TNBS, e quello usato nel topo, DSS, abbiano meccanismi 
eziopatogenetici molto diversi, anche se con caratteristiche comuni. Nel modello di 
colite da TNBS, che riproduce nel ratto il morbo di Crohn umano, l’instillazione 
intrarettale di TNBS (un aptene) è in grado di attivare una risposta infiammatoria 
attraverso l’attivazione di cellule T (te Velde et al., 2006). Nel modello di colite da 
DSS, che riproduce la Colite Ulcerosa umana, l’assunzione del DSS attraverso l’acqua 
da bere, danneggia la mucosa colonica, causando difetti nell’integrità della barriera 
 
 
72 
epiteliale e della permeabilità colonica e un aumento di lesioni displastiche (Perse et 
al., 2012).  
Nel tentativo di approfondire ulteriormente lo studio del ruolo endogeno del 
sistema N/OFQergico nella colite, abbiamo anche determinato i livelli plasmatici di 
N/OFQ in ratti sani di controllo, in ratti con colite e in ratti con colite trattati con UFP-
101. 
I risultati ottenuti nel nostro studio, confermano la presenza di N/OFQ nel 
plasma di ratto in condizioni fisiologiche (Joseph et al., 2007) e mostrano, per la 
prima volta, che i livelli del peptide non si modificano in seguito a colite da TNBS nel 
ratto. La somministrazione ripetuta di UFP-101, alle dosi che inducono aggravamento 
del danno da TNBS, si è sorprendentemente rivelata capace di ridurre i livelli 
plasmatici di N/OFQ rispetto al gruppo di controllo e ai ratti trattati con il TNBS. 
Questa riduzione, probabilmente dovuta ad un aumento della degradazione o ad una 
riduzione della sintesi e/o rilascio di N/OFQ, che si accompagna all’aggravamento del 
danno colonico indotto da UFP-101 già osservato, rappresenta una ulteriore conferma 
del ruolo protettivo del sistema N/OFQergico endogeno periferico nella colite da 
TNBS, nel ratto, precedentemente descritto. 
Ad oggi non vi sono dati di letteratura che correlino i livelli plasmatici di N/OFQ 
con le IBD umane, mentre esistono numerosi studi che hanno misurato i livelli 
plasmatici del peptide in presenza di altre patologie. (Anderberg et al., 1998; Brooks 
et al., 1998; Ko et al., 2002; Ertsey et al., 2004; Fontana et al., 2009; Krepuska et al., 
2011). Sarà dunque interessante, in un prossimo futuro misurare i livelli plasmatici del 
peptide in pazienti affetti da morbo di Crohn in diversi stadi della malattia. 
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Riassumendo, i risultati ottenuti in vivo sul ratto, in un modello sperimentale di 
infiammazione intestinale, dimostrano che:  
1. la somministrazione ripetuta di N/OFQ per via periferica ha una duplice 
azione anti-e pro-infiammatoria, strettamente dipendente dalla dose 
impiegata; 
2. gli effetti protettivi osservati sono mediati dall’attivazione di recettori 
NOP periferici; 
3. il sistema N/OFQergico endogeno svolge un ruolo protettivo nella 
modulazione dell’infiammazione. 
Queste osservazioni insieme alle già note capacità di N/OFQ di ridurre la 
motilità colonica in condizioni di alterata funzionalità gastrointestinale (Broccardo et 
al., 2008) e di attenuare il dolore viscerale in un modello animale che riproduce le 
IBD umane (Agostini et al., 2009), mettono in evidenza un ruolo modulatorio del 
sistema N/OFQergico in alcune condizioni infiammatorie dell’intestino, caratterizzate 
da dismotilità, dolore viscerale e lesioni della mucosa. Su questa base si apre la strada 
ad ulteriori ricerche che consentiranno di approfondire le conoscenze sugli effetti del 
sistema N/OFQergico in presenza di patologie infiammatorie intestinali e di 
aggiungere un nuovo target terapeutico nella sempre più crescente lista dei potenziali 
rimedi in queste patologie. 
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